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"C-PIB Pittsburgh Compound B
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leichte kognitive Beeintrachtigung

PET Positronen-Emissions-Tomographie
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(voxelbasierter Vergleich des Test- und
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ROI Region of Interest
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1. Einflihrung

Demenzen stellen, im Hinblick auf den demographischen Wandel moderner Industriegesellschaften,
ein ernstzunehmendes soziales und gesundheitsokonomisches Problem dar. Durch die starke
Assoziierung der Inzidenz von Demenz und Alter ist eine Aggravation der Folgen nicht nur fir Europa,
sondern auch weltweit zu erwarten (Brookmeyer, Johnson et al. 2007, Organization 2012). Dem
Uberwiegenden Anteil diagnostizierter Demenzen liegt die Alzheimer-Demenz mit 60-80% der Falle
zugrunde (Bermejo-Pareja, Benito-Ledn et al. 2008). Effektive Therapiestrategien, die zu einer
Reversibilitat der Pathologie flihren und somit eine Heilung versprechen kénnten, fehlen bisher jedoch
(Schneider 2013). Die wenigen Medikamente, die zur Therapie des M. Alzheimer zugelassen sind,
bewirken eine Hemmung der Acetylcholinesterase oder Modulation des Glutamat-Stoffwechsels. In
der S3-Leitlinie “Demenzen” der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie und der Deutschen
Gesellschaft fiir Psychiatrie werden bei leichter Demenz Acetylcholinesteraseinhibitoren und bei
fortgeschrittenen Stadien die Gabe von NMDA-Antagonisten wie Memantin empfohlen. Bisher
konnten diese Therapieansatze jedoch nur eine geringe progressionsverzégernde Symptomlinderung
erreichen. Ein ursachlicher Heilungsansatz der Neurodegeneration wird damit nicht zu Grunde gelegt
(Popp and Arlt 2011). Dennoch sind einige pathologische Prozesse der Alzheimer-Demenz bekannt
und bieten so die Aussicht auf erfolgversprechende Interventionsmaoglichkeiten (Hickman and El

Khoury 2014).

1.1 Pathologische Prozesse der Alzheimer-Demenz — B-Amyloidopathie

Im Gehirn von Alzheimer-Erkrankten konnten viele verschiedene molekular pathologische Lasionen
festgestellt werden. Die als prominenteste pathologische Verdanderung liegt hierbei in der Ablagerung
von fehlgefalteten Proteinen. Diese wurden bereits 1906 vom Erstbeschreiber der Erkrankung, Herr
Dr. Alois Alzheimer, in der mikroskopischen Untersuchung des Gehirns von Frau Auguste Deter,
entdeckt. Dabei zeigten sich Plaques und neurofibrilldare Strukturen in der gesamten GroRhirnrinde.

Diese Plaques enthalten dabei fehlentwickelte Nervenzellen und AB-Peptide, die aus 36-43
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Aminosauren bestehen. In hoher Konzentration sind diese Ablagerungen neurotoxisch und fiihren
durch oxidativen Stress letztendlich zu einer neuroinflammatorischen Reaktion und synaptischer
Fehlfunktion (Querfurth and LaFerla 2010). Dabei muss zwischen AB-38, AB-40 und dem in vivo starker
aggregierenden, toxischeren AB-42 unterschieden werden. Das Amyloid Precursor Protein (APP) gilt
als Vorlauferprotein und wird in mehreren Schritten durch das beta-site amyloid precursor protein-
cleaving enzym 1 (BACE-1), sowie der B- und final y-Sekretase durch jeweilige Abspaltungen zum ApB-
Peptid Uberfuhrt (Haass and Selkoe 2007). Des Weiteren imponieren abnorme Ablagerungen von
hyperphosphoryliertem Tau-Protein als neurofibrillare Strukturen, die zumeist im mittleren

Temporallappen des Gehirns zu finden sind (Kril, Patel et al. 2002).

Im Rahmen der Einflihrung dieser Arbeit méchte ich auf zwei weitere neuropathologische Prozesse
des M. Alzheimer eingehen: Zum einen auf die Neuroinflammation im Wechselspiel mit der oben
geschilderten B-Amyloidopathie, und zum anderen auf die Tauopathie, deren Aggregation von

phosphoryliertem Tauprotein ein weiteres Kennzeichen der Alzheimer-Demenz darstellt.

1.2 Neuroinflammation in Zusammenschau der Alzheimer-Demenz

Neuroinflammatorische Prozesse sind sowohl bei demenziellen und malignen, als auch bei
traumatischen Erkrankungen oder Multipler Sklerose an der Entstehung beteiligt. Die
Neuroinflammation ist ein komplexer Prozess, der auf zellularer Ebene mit der Aktivierung von
Mikrogliazellen im zentralen Nervensystem beginnt. Hierbei werden gefdahrdende, bzw. pathogene
Strukturen von Mikrogliazellen erkannt. Diese werden dann Uber verschiedene Mediatoren gebunden
und in einem endstandigen Prozess phagozytiert. Normalerweise wird dadurch die Integritat der
anliegenden Astrozyten gestarkt und es kommt in der Folge zu einer Funktionsverbesserung (Heneka,
Carson et al. 2015). Dieser Mechanismus kann bei der Pathologie des M. Alzheimer jedoch so
verandert sein, dass es zu einer Aufrechterhaltung der Inflammationsreaktion kommt. Positive
Feedback Schleifen der Neuroinflammation auf die Expression der B-Amyloid Plaques spielen hier

beispielsweise eine Rolle. Die Folge ist eine nicht enden wollende Entziindungsreaktion, unter der
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Beteiligung von Zytokinen und anderen Mediatoren, die dann zu dysfunktionalen Mikrogliazellen im
Bereich von Plaqueaggregaten fiihren. Das bei der Aktivierung von Gliazellen hochregulierte
Translokatorprotein kdnnte in friihen Alzheimer Stadien eine Rolle spielen und ist deshalb eine
attraktive Zielstruktur von PET-Tracern (Heneka, Carson et al. 2015). Dariiber hinaus wurde in einigen
Fallen der Alzheimer-Erkrankung eine Storung des B-Amyloid Abbaus nachgewiesen. Das
Ungleichgewicht zwischen Auf- und Abbau von AB-Amyloid scheint somit auch eine Komponente
dieser Pathologie zu sein (Mawuenyega, Sigurdson et al. 2010). Die Méglichkeiten der Intervention
durch eine Modulierung der Mikrogliazellen und deren Verhalten waren besonders im Bereich des
Abbaus von Plaques interessant. So haben Cramer et al. durch die Applikation des Wirkstoffes
Bexaroten an transgenen Mausen eine Erniedrigung von l6slichem AB-Amyloid im Liquor erreichen
kénnen (Cramer, Cirrito et al. 2012). Bexaroten wirkt hierbei mittelbar als Induktor des am Abbau von
B-Amyloid beteiligten Apolipoprotein-E. Jedoch konnten diese Ergebnisse nicht vollstandig
reproduziert werden. Besonders in anderen Mausmodellen zeigte sich keine Verbesserung der

Plaquelast (Price, Xu et al. 2013).

1.3 Tauopathie

Hyperphoshporyliertes Tauprotein, das sich zu gepaarten helikalen Filamenten (PHF) und weiter dann
zu neurofibrilldren Ablagerungen (NFT) ansammelt, ist in den Hirnldsionen von Alzheimer-Erkrankten
zu finden. Ob die Ansammlung von NFT oder schon die Hyperphosphorylierung von Tau ursachlich fir
die Entstehung synaptischer Fehlfunktionen ist, bleibt bisher Gegenstand weiterer Forschung.
Tatsachlich gibt es sogar Hinweise auf eine neuroprotektive Funktion dieser Aggregate (NFT), da
abnorme, hyperphosphorylierte Tau Molekiile einen zytotoxischen Effekt haben kénnen (Lee, Perry et
al. 2005). Denn obwohl NFT bisher nicht mit dem Verlust von Neuronen korrelieren, ist die
Ansammlung von Tauproteinen ein wichtiges Kennzeichen der Alzheimer Krankheit (Arriagada,
Growdon et al. 1992). Dariber hinaus gibt es Evidenz (G6tz, Chen et al. 2001), welche AB-Plaques eine

akzelerierende Akkumulation von NFT zuschreibt. So werden die diagnostischen Level
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hyperphosphorylierter Tauproteine und das absolute MaR an Tau im Liquor zur Diagnostik der
Alzheimer Krankheit genutzt. Diese korrelieren dabei positiv und erlauben eine gute Vorhersage in
vorklinischen Stadien wie leichter kognitiver Beeintrachtigung (Mild Cognitive Impairment
[MCI])(Herukka, Hallikainen et al. 2005, Oddo, Vasilevko et al. 2006). Um den Zusammenhang
zwischen der Entstehung von Tau-Ablagerungen, AB-Plaques und der zeitlichen Zuordnung von

Symptomen des MCI zu verstehen, ist die bildgebende Diagnostik von fundamentaler Bedeutung.

1.4 PET Diagnostik des M. Alzheimer

Um eine moglichst friihzeitige, trennscharfe und nicht invasive Diagnostik der Alzheimer-Demenz zu
erreichen, gewinnen bildgebende Verfahren seit etwa einer Dekade zunehmend an Bedeutung. Die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) bietet dabei den Vorteil, molekulare Strukturen mittels
radioaktiv markierter Bindungsstoffe (Tracer) in vivo darstellen zu kdnnen. Der PET kommt dabei die
besondere Bedeutung zu, longitudinale Untersuchungen anzustellen, da sich die Auspragung der
Pathologie in den unterschiedlichen Organismen Uber die Zeitachse hinweg stark verandert. So kann
der in vivo Verlauf diagnostisch beurteilt werden und abschlieBend durch histologische Sicherung des

neuropathologischen Korrelats die Validierung der Bildgebung erfolgen.

Als einer der ersten Tracer wurde ®Fluordesoxyglucose (*¥F-FDG) eingesetzt. Diese Substanz verhilt
sich im Korper des Menschen wie Glucose und nimmt so am neuronalen Stoffwechsel teil. Patienten
mit einer Alzheimer-Demenz weisen in bestimmten Hirnarealen einen *F-FDG Hypometabolismus auf.
Neu entwickelte Fluor-markierte Radiotracer ermdglichen es nun, B-Amyloid spezifisch abbilden zu
kénnen. So sind beispielsweise *F-Florbetaben (**F-FBB), *®F-Florbetapir und *®F-Flutemetamol von
der amerikanischen- (FDA) und europdischen Arzneimittelagentur (EMA) zugelassen, welche sich

durch eine gute Affinitat fiir B-Amyloid auszeichnen (Harada, Okamura et al. 2018).

Ein weiter Ansatz ist das Abbilden der Neuroinflammation, die essenziell an der Entwicklung der
Alzheimerschen Erkrankung beteiligt ist. Dabei wird das sogenannte Translokatorprotein (TSPO),

dessen Expression bei Inflammation hochreguliert wird, markiert. Friihe TSPO-Tracer wie
12



beispielsweise ""C-PK11195 konnten neuroinflammatorische Vorgange visualisieren (Edison, Archer et
al. 2008). Auffalligkeiten konnten zudem durch den synergistischen Einsatz von **F-FDG und ‘*F-FBB
entdeckt werden. Hier zeigte sich bei Patienten mit MCI ein Hypometabolismus des *F-FDG mit
starker ortlicher Korrelation von *®F-FBB. Ein Zusammenhang zwischen Verdnderungen des
Glucosestoffwechsels und der B-Amyloid Last Iasst sich damit ableiten. Dariber hinaus wurde nach
Gabe von "C-PK11195 und "C-Pittsburgh Compound-B ("C-PIB), dem ersten Amyloid-Tracer, ein
dhnliches PET Muster gefunden (Yokokura, Mori et al. 2011). Diese Daten suggerieren den
lohnenswerten Einsatz von TSPO-Tracern im Bereich der Alzheimer-Diagnostik. Im Gegensatz zur
Amyloid Bildgebung wurden PET-Tracer um hyperphosphoryliertes Tau-Protein oder NFT zu erfassen
erst nach und nach entwickelt. Da bei der Alzheimer-Demenz Bereiche mit hohem Plaque-Anteil
ebenfalls mit NFTs korrelieren, stellt dies eine besondere Schwierigkeit fiir die Bildgebung dar
(Maruyama, Shimada et al. 2013). Bisher ist die Tau-PET daher noch kein fester Teil des diagnostischen
Algorithmus des M. Alzheimer. Sie bleibt jedoch ein attraktives Ziel der Forschung zur Friiherkennung
der verschiedenen Proteinablagerungserkrankungen (Leuzy, Chiotis et al. 2019). So werden mit
beispielsweise ®F-AV1451 immer neuere Tau-Tracer getestet, die eine verbesserte spezifische Bindung

an NFT zeigen (Zhao, Liu et al. 2019).

1.5 Mausmodelle mit Alzheimer-Pathologie

Bisher ist eine Vielzahl genetischer Mutationen bekannt, die an der Entstehung von Alzheimer-
Demenz beteiligt sind. Diese werden vor allem im praklinischen Rahmen zur Erzeugung gentechnisch
modifizierter Maus- und Rattenmodelle genutzt. So nutzt man genetische Aberrationen des
Apolipoprotein-E-, Presenilin-, APP- oder auch Modelle, die zu einer erhhten Ansammlung von
phosphoryliertem Tau flihren, um verschiedene Wege der Pathologie abzubilden. Auch wenn in der
Vergleichbarkeit von murinen Modellen und der Manifestation im Menschen eine Limitation besteht,
muss doch beachtet werden, dass die Pathologie vom humanen Genom stammt und damit einen

spezifischen Teil des pathologischen Prozesses abbildet. Der PET kommt dabei die besondere
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Bedeutung zu, longitudinale Untersuchungen anzustellen, da sich die Auspragung der Pathologie in
den unterschiedlichen Organismen Uber die Zeitachse hinweg stark verandert. So kann der in vivo
Verlauf diagnostisch beurteilt werden und abschlieffend durch histologische Sicherung des

neuropathologischen Korrelats die Validierung der Bildgebung erfolgen.

Ein etabliertes und auch fir unsere Studie genutztes Modell stellen PS2/APP Mé&use dar. Dieses
transgene Tiermodell ist sowohl fiir Presenilin-2 (PS2) als auch fiir das humane Amyloid Precursor
Protein (APP) homozygot. PS2/APP Tiere bilden ab dem 5.- bis 6. Lebensmonat erste Plaques, die sich
Uber die Lebensspanne hinweg besonders in den kortikalen und hippokampalen Anteilen des Gehirns
zeigen (Richards, Higgins et al. 2003, Ozmen, Albientz et al. 2009). Anderweitig existieren im Bereich
der Tauopathien viele unterschiedliche Kleintiermodelle mit Genmutationen, die zu verschiedenen
phosphorylierten Tauablagerungen in unterschiedlichen Bereichen des Gehirns fiihren (Zimmer, Leuzy
et al. 2014). Im Rahmen unserer Studie untersuchten wir deshalb zwei verschiedene Mausmodelle mit
einem Tau-Tracer. Dabei wurde eine humane Taumutation der P301S Mause und eine bigenetische
Tau- und Glucosemutation (biGT) bei biGT Tieren genutzt. P301S Tiere zeigen bereits ab 6 Monaten
neurologische Symptome entsprechend einer Paraparese, die auf eine deutliche Tauopathie mit
humanen Tauablagerungen zuriickzufiihren ist. Sie exprimieren dabei humane hyperphosphorylierte
Tauisoformen (Allen, Ingram et al. 2002). Das biGT Mausmodell zeigte hier ein verlangertes
Uberleben, das sich durch eine Reduktion von Tauablagerungen aus der P301L Mutation im
Hirnstamm erklart (Crespo-Biel, Theunis et al. 2014). Diese Besonderheit wird durch die Mutation der
GSK-3B Glucosemutation erklart, welche zu einer differenten Distribution von NFTs fiihrt. Daher eignet

sich dieses Modell gut fir longitudinale Studien (Terwel, Muyllaert et al. 2008).
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1.6 Kleintier PET Studien zur Detektion von Amyloidablagerung, Neuroinflammation

und Tauopathie

Bisherige Kleintier PET Studien evaluieren die optimale Darstellung pathologischer Zielstrukturen im
Hinblick auf eine moglichst spezifische Bindung des Tracers. Die AB-Amyloid Bildgebung ist, wie bereits
oben erwahnt, ein mittlerweile gut etabliertes und breitflachig eingesetztes Verfahren, um die
Plaquelast von Alzheimer-Patienten verfolgen zu kénnen. In Kleintier-PET Studien wurden bereits
etablierte Tracer wie “®F-Florbetaben und *®F-Flutemetamol eingesetzt, um neue Mausmodelle
vergleichend beurteilen zu kdnnen (Son, Jeong et al. 2018). Es kann dann ein optimaler Zielorganismus
flr eine spezifische Pathologie gefunden werden. Darliber hinaus lassen sich auch potenzielle
Therapeutika evaluieren. So konnten Brendel et al. bei PS2/APP M&dusen mit einem BACE Inhibitor
untersuchen inwieweit sich die AB-Plagquelast im Gehirn der Tiere verlangsamen oder sogar reduzieren

|asst (Brendel, Jaworska et al. 2018).

An dieser Stelle muss allerdings eine Limitation zwischen PET Studien am Mausmodell und Alzheimer-
Patienten beachtet werden. So ist ein Hypometabolismus von *F-FDG bei an M. Alzheimer Erkrankten,
Teil der Diagnose. Im murinen Modellorganismus jedoch kommt ein **F-FDG-Hypermetabolismus zur
Darstellung (Poisnel, Hérard et al. 2012, Rojas, Herance et al. 2013). Dickens et. al. konnten anhand
eines Mausmodells mit akuter zentralnervéser Neuroinflammation zeigen, dass *F-GE180 in potenter
Weise aktivierte Mikrogliazellen in unterschiedlichen Arealen abbildet. Dies zeigte sich sowohl in
weiller als auch grauer Substanz (Dickens, Vainio et al. 2014). Bei gleichzeitig niedriger unspezifischer
Bindung an Knochenstruktur oder weiRer Substanz zeichnet sich **F-GE180 durch ein hohes
Bindungspotenzial an TSPO aus. **F-GE180 war hierbei dem anderen Tracer "C-(R)-PK11195
hinsichtlich des Bindungspotentials (iberlegen (Deussing, Blume et al. 2018). Bereits gut etablierte
Tracer wie ""C-PIB kénnen in gemischten Bereichen von AB-Plagques und Tau-Fibrillen jedoch nur die
Amyloid-Pathologie abbilden. Okamura et al. stellten mit THK-5117 und THK-5105 eine Méglichkeit

bereit die Disposition von Tau-Fibrillen zu betrachten (Okamura, Furumoto et al. 2013). Dadurch ergibt
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sich die Chance diesen weiteren Aspekt des M. Alzheimer prasentieren zu kdnnen. Durch
Autoradiographie und weiterer in vitro Methodik kann mit **F-THK5117 zudem die Diskrepanz von in
vivo *®F-FDG-PET Ergebnissen und der in vitro Tau-Distribution unterschieden werden (Lemoine, Saint-

Aubert et al. 2015).
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2. Inhalte und Eigenanteil der Promotionsarbeit

2.1 PET-Bildgebung von Gliazellaktivierung, Amyloidablagerung und Glucose

Metabolismus am PS2/APP-transgenen Mausmodell

Im ersten Teil meiner Promotionsarbeit wurden an einem bereits etablierten Mausmodell drei
unterschiedliche PET-Tracer longitudinal untersucht. Die zuvor beschriebenen transgenen PS2/APP
Mause wurden im Alter von 5, 8, 13 und 16 Monaten der Kleintier PET Bildgebung zugefiihrt. Dem
Abbilden des zeitlichen Ablaufs und des Wechselspiels aus Glucosemetabolismus, Neuroinflammation
und AB-Plaquebildung galt dabei der Hauptfokus. Nach Anfertigung der PET Untersuchungen wurden
die Bilddateien systematisch ausgewertet. Zunachst musste die rigide manuelle Co- Registrierung der
Rohdaten auf ein anatomisches Template erfolgen, welches auf einem zuvor erhobenen murinen
kranialen Magnetresonanztomographie-Atlas basiert. Die verschiedenen Bilddaten wurden
anschlieRend aufsummiert um ein dreidimensional normalisiertes Template fiir den jeweiligen Tracer
zu bilden. Die Normalisierung der Daten nutzte dabei das Kleinhirn als Referenzstruktur. Die weitere
Analyse der Daten erfolgte nach einem zuvor definierten Protokoll, welches statistisches
parametrisches Mapping (SPM) beinhaltet. Wir testeten ebenfalls eine ovale VOI, die raumlich tber
dem Cerebellum platziert wurde. Zur Normierung der jeweiligen pathologisch verdanderten
Zielstrukturen definierten wir verschiedene Volumina (Volume of Interest, VOI). Hierbei sollten das
Cerebellum (CBL) sowie die weille Substanz als Referenzstruktur (White Matter) und der frontale
Kortex (Forebrain) als Zielstruktur (ROI; Region of interest) dienen. Auf Basis unserer bisherigen
Erfahrungen nutzten wir das gesamte Cerebellum zur Skalierung von ®F-FDG. Die Referenzregion
(White Matter, 67mm?3) fiir 8E_Florbetaben setzte sich aus Teilen des Pons, Mittelhirns,
Rombencephalons sowie Teilen der subkortikalen weillen Substanz zusammen. Diese Referenzregion
zeigte sich der des Cerebellums tiberlegen. Fiir den Radiotracer **F-GE180 ergab sich jedoch die
Schllsselfrage nach einer pathologiefreien Referenzregion der Neuroinflammation. Dies |6sten wir

indem wir eine Pseudoreferenzregion im Bereich des Cerebellums definierten (Abb. 1*). Dank neuerer
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Ergebnisse von Lyoo et al. testeten wir verschiedene VOI auf deren Vergleichbarkeit von transgenen
Tieren und Wildtypen. Eine Referenzregion der weillen Substanz von Hirnstamm und Cerebellum

(29mm?) erwies sich fur beide Gruppen als robust (Lyoo, lkawa et al. 2015).

Abbildung 1*: Definitionen von Vorderhirn (gelb), Gesamthirn (orange), Kleinhirn (rot) und weiRRer Substanz des
Hirnstamms/Cerebellum (lila) Zielvolumina auf dem MRT-Atlas des Mausgehirnes im coronaren und sagittalen

Schnitt.

Im Gegensatz zu "®F-FDG und "®F-Florbetaben musste fiir **F-GE180 jedoch noch das optimale statische
Zeitfenster fiir die Auswertung der Region of Interest (ROI) gefunden werden. Durch
Vorgingerarbeiten sind die optimalen statischen Zeitfenster fiir **F-Florbetaben und "®F-FDG bekannt
(Rominger, Brendel et al. 2013). In der Folge wurden, nach der Applikation von **F-GE180 tiber die
Schwanzvene der Tiere, Bilder im micro-PET von 0-90 min. angefertigt. Diese wurden im Anschluss
sowohl dynamisch, als auch in verschiedenen Zeitfenstern (0-30 min., 30-60 min., 60-90 min.)
ausgewertet. Wir konnten zeigen, dass ein statischer Analysezeitpunkt von 60-90 min. keinen

signifikanten Unterschied zur dynamischen Analyse aufzeigt (Abb. 2%*).
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Abbildung 2*: Zeitaktivitatskurven des SUV der dynamischen 90 Minuten Messung mit '®F_GE180 an den vier
Altersgruppen von PS2/APP Mausen: (A) Jeweilige drei Referenzregionen: Gesamthirn (global mean), Kleinhirn
(Cerebellum), WeiRe Substanz (White matter). (B) SUVR (+- Stabw.) aus Zielvolumina zu Referenzregion
(frontaler Cortex/WeiBer Substanz). (C) Korrelation der Distributionsverhiltnisse aus dem statischen 60-90 min.
Zeitfenster und der dynamischen 90 min. Messung mit '8F-GE180, wobei die DVR der SUVR entspricht. Die
gepunktete Linie stellt dabei eine perfekte Ubereinstimmung von 1 dar. (D) Stabilititsberechnung der ¥F_GE180
micro-PET Scans aller 8 transgenen und Wildtyp Gruppen von frontalem Kortex (blau) und Pseudoreferenzregion

(orange), skaliert aus den SUV Verhaltnissen in Prozent (%-SD mean) mit mittlerer Standardabweichung.

Eine deutliche Zunahme der Signalstarke im longitudinalen Verlauf stellte sich besonders anschaulich
zwischen 8- und 13 Monate alten PS2/APP Tieren dar. Jedoch zeigten bereits 5 Monate alte Tieren
eine signifikante Steigerung der Traceraufnahme um + 9% (P < 0,005). Dieser Trend setzte sich bei den
16 Monate alten Tieren fort, welche eine +25% (P < 0,001) héhere Aufnahme im Vergleich zu den

altersangepassten Wildtypen zeigten (Abb. 3*).
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Abbildung 3*: (A) ¥F-GE180 Aufnahmen von 60-90min. p.i. der SUVR Mittelwerte, dargestellt in koronaren
Schnittbildern der micro-PET Scans verschiedener Altersstufen; projiziert auf den MRT Mausatlas. (B) In
unterschiedlichem Alter der PS2/APP Tiere kalkulierte SUVR Mittelwerte mit Standardabweichung (+-SD).

Signifikante Unterschiede fiir P < 0,001 mit *** markiert. In einfacher Varianzanalyse.

Wir konnten einen signifikanten ortlichen und zeitlichen Zusammenhang der normierten
Aufnahmekonzentrationswertverhéltnisse (SUVR) in der Bildgebung mit **F-Florbetaben und **F-
GE180 demonstrieren. Besonders ab einem Alter von 13- und 16 Monaten zeigten die PS2/APP
transgenen Versuchstiere im Bereich des frontalen Kortex eine gemeinsame Korrelation (Abb. 4*). Im
Hinblick auf das Wechselspiel von **Fluordesoxyglucose mit *F-Florbetaben oder '*F-GE180 ergaben
sich jedoch keine ahnlich starken Korrelationen. Eine Erh6hung des Glucosemetabolismus kénnte der

neuronalen Entziindung durch Gliazellaktivierung geschuldet sein.
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Abbildung 4*: Fur PS2/APP Tiere: (A) Koronare Schnitte der Mittelwerte SUVR Abbildungen aller drei
verwendeten Radiotracer zu den jeweiligen Altersstufen der Tiere. Diese sind auf den MRT Mausatlas projiziert.
(B) Jeweilige Korrelationen aus den unterschiedlichen Radiotracern der berechneten SUVR von frontalem Kortex

zu Pseudoreferenzregion.

Nachfolgend durchgefiihrte histopathologische Untersuchungen, mit IBA-1 Antikdrper in vitro
quantifiziert, zeigten eine gute, positive Korrelation mit den in vivo gewonnenen BF.GE180
Aufnahmen (R = 0,61; P < 0,005). Zudem zeigte sich die prozentuale Plaqueload in der Methoxy-X04

Farbung und die Signalstéarke von *®F-Florbetaben hoch korrelierend (R = 0,80; P < 0,001).

Zusammenfassend lasst sich darstellen, dass die Bildgebung mit ®F-GE180 eine potente Moglichkeit
bietet neuroinflammatorische Prozesse longitudinal und in vivo detektieren zu konnen. Der Einsatz

mehrerer Tracer stellt zudem einen sinnvollen synergistisch-diagnostischen Ansatz dar. Hier zeichnet
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sich die Chance ab Interventionsmoglichkeiten, wie die Modulation der AB-Plaquelast, besser

evaluieren zu kénnen.

Diese Ergebnisse der geteilten Erstautorenschaft "Glial Activation and Glucose Metabolism in a
Transgenic Amyloid Mouse Model: A Triple-Tracer PET Study' wurden im Journal of Nuclear Medicine

publiziert.

2.2 PET-Bildgebung der Tau-Pathologie mittels BE THK5117 in zwei transgenen

Mausmodellen

Ein weiteres pathophysiologisches Korrelat des Morbus Alzheimer ist hyperphosphoryliertes Tau-
Protein, organisiert in neurofibrilldren Biindeln (NFT). Bei genauerer Betrachtung der derzeitigen
Studienlage zur Detektion von NFT in vivo kommt man zu dem Schluss, dass es bisher nur wenige Tau-

spezifische Tracer gibt (Villemagne, Fodero-Tavoletti et al. 2015).

Im Rahmen meiner Zweitautorenschaft "Small-Animal PET Imaging of Tau Pathology with 18F-
THK5117 in 2 Transgenic Mouse Models" widmete ich mich einer Evaluierungsstudie des Tau-Tracers
BE_THK5117 an zwei transgenen Mausmodellen. Hierbei galt es, neben der Neuroinflammation und
AB-Plaquebildung auch die Tau-Bildgebung zu etablieren, um zukinftig beispielsweise Monitoring von
Therapiestudien in diesem Bereich zu ermdéglichen. Okamura et al. entwickelten mit einem neuen
Arylquinolinderivat die vielversprechende Mdglichkeit an NFT mit hoher Spezifitdt binden zu kénnen
(Okamura, Furumoto et al. 2013). Sowohl in vitro Bindungstests als auch Autoradiographien
bestatigen diese Spezifitit als robust. Das Distributionsmuster von **F-THK5117 zeigte sich stark
unterschiedlich zum eher auf AB-Plaque ausgerichteten "C-PIB. Um diese Ergebnisse der praklinischen
Forschung zugénglich zu machen, testeten wir **F-THK5117 an den zwei oben beschriebenen
transgenen Versuchstierreihen (P301S und biGT), sowie C57BI|/6 Tieren als Vergleichsgruppe. PET-
Aufnahmen von P301S Tieren (n=4) wurden im Alter von fiinfeinhalb und 8 bis 11 Monaten (n=7),

sowie von jeweils korrespondierenden Wildtypen ab einem Alter von sechs Monaten angefertigt. Acht
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biGT Tiere sind im Alter von 12- und 21 Monaten mit **F-THK5117 positronen-
emissionstomographisch untersucht und entsprechenden Wildtypen bis zu einem Alter von 22
Monaten gegenlibergestellt worden. AnschlieRend folgten autoradiographische in vitro-, sowie
immunhistochemische Untersuchungen, um die PET Daten abschlieBend vergleichend zu sichern. Die
PET-Aufzeichnungen einer Kohorte P301S Tiere und der korrespondierenden Wildtypen wurden
zunachst dynamisch angefertigt (0-90 min. p.i.). Die Aufnahmen wurden, durch manuelles Starrkérper-
Co-Registrieren mittels des PMOD Fusionstool (V3.5, PMOD Technologies Itd.), auf einen MRT Bildatlas
des murinen Craniums normalisiert. Hierbei sind die jeweiligen Bilddaten fir den Durchfiihrenden
verblindet und anschlieBend durch einen zweiten erfahrenen Priifer erneut justiert worden. Zunachst
fertigten wir mit einer linearen Methode (Logan, Fowler et al. 1996) Bindungspotenziale an (BPnd).
Diese wurden durch Analyse der Daten mittels statisch voxelbasierter parametrischer Abbildungen
(SPM) der P301S Kohorte nach einem zuvor definierten Protokoll erméglicht (Rominger, Brendel et al.
2013). Eine zerebelldre VOI diente dabei als Referenzregion, wohingegen die Zielgewebe (ROI; Region
of interest) der P301S Tiere im Bereich des Hirnstamms (VOI Bst) lagen. Andererseits wurden als ROI

der biGT Kohorte Teile der Amygdala und des entorhinaler Cortex (VOI ent) definiert (Abb. 5**).
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N ;
Abbildung 5**: Definitionen der zerebellaren Referenzregion als Volumina (VOI) (blau), sowie des oval

geformten Volumens als Zielregion (ROI) der P301S Tiere (zweite Reihe rot) im Bereich des Stammhirns und
Anteilen des Pons und Mittelhirns. In dritter Reihe bilaterale spharische Volumina tiber der Amygdala mit

entorhinalen, sowie kortikalen Anteilen als Zielstruktur (ROI) der biGT Gruppe.

Die erhobenen Kalkulationen bestehen daher jeweils aus dem Verhaltnis der standardisierten
Aufnahmerelationen zwischen der P301S Gruppe (SUVR Bst/Cbl) und der biGT Kohorte (SUVR
ent/Cbl). AnschlieRend erhobene Zeitaktivitdtskurven des Hirnstamms, des Craniums der Harderischen
Drisen und des gesamten Hirns wurden ausgewertet um ein potenzielles statisches Zeitfenster fir die
nachfolgenden Bildaufnahmen etablieren zu konnen. Es zeigte sich hierbei, dass die
Aufnahmeverhaltnisse eines statischen Zeitfensters von 20 - 50 min. gut mit denen der vollstandig

dynamisch angefertigten korrelieren (Abb. 6**).
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Abbildung 6**: Nach "®F-THK5117 Applikation: (A) Zeitaktivititskurven der standardisierten Aufnahme
Verhiltniswerte (SUVR) von Hirnstamm zu Cerebellum (Bst/Cbl) der verschiedenen Altersgruppen von P301S-
und C57BI/6 Mausen. (B) Jeweilige Gewebe zu Referenzregion SUVR Werte in 4 getesteten wildtyp Tieren. (C)
SUVR Korrelation der 20 — 50 min. statischen Aufnahmezeitfenster zu der dynamischen Messung fir alle
transgenen und wildtyp Gruppen. Die gepunktete Linie stellt dabei eine perfekte Ubereinstimmung von 1 dar.
(D) Dargestellte Test-Retest Korrelation von Hirnstamm zu Cerebellum SUVR im statischen 20 — 50 min.

Zeitfenster.

Dieses statische Zeitfenster wurde auch fiir die nachfolgenden Aufnahmen der biGT Kohorte
angewendet. Dariiber hinaus, beobachteten wir bei dlteren P301S Mé&usen eine deutliche
Signalzunahme im Bereich des Hirnstamms von +11% (P < 0,001), verglichen mit gepoolten Wildtypen.
Diese Erkenntnis setzte sich ebenfalls in der Gruppe der biGT Tiere fort, da ein deutlicher Progress des

Signals mit +14,9% (P < 0,001) in der VOI des Cortex und der Amygdala im Verhaltnis zu denen

entsprechender Wildtypen messbar war. (Abb. 7**).
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Abbildung 7**: Parametrisch gebildete Mittelwerte der standardisierten Aufnahme Wertverhaltnisbilder (SUVR)
in sagittaler und koronarer Bildgebung. Diese sind auf den murinen MRT Atlas projiziert. (A) BF-THK-5117
Aufnahme in P301S Tieren und der Kontrollgruppe. (B) ®F_THK-5117 Aufnahme in jungen und alten biGT

Mausen und deren Kontrollgruppe.
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Des Weiteren nutzten wir die bereits oben besprochene SPM Methode um einen voxelbasierten
Vergleich des gesamten Hirns der transgenen Tiere und der jeweilig zugeordneten Wildtypen
anfertigen zu kénnen. Damit kann auch auBerhalb definierter Zielvolumina eine statistisch relevante
Signaldanderung detektiert werden. Die anschlieRend durchgefiihrte immunhistochemische Validierung
der Ergebnisse bestéatigte die zunehmende Tau-Ablagerung im Hirnstamm der P301S-Mause. Dazu
wurde mittels AT8 eine Farbung des Gehirns von jeweils zwei P301S- und biGT Tieren durchgefihrt.
(Abb. 8**). Sowohl die ex vivo- wie auch die in vitro Autoradiographien wurden mit

korrespondierenden Bilddaten abgeglichen.
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Abbildung 8**: Immunhistochemische Validierung der Ergebnisse der ¥E THK5117 PET Bildgebung mittels in
vitro AT-8 Anfarbung fiir die P301S Gruppe (A) und die biGT Gruppe (B). Dabei bilden die Graphen die jeweilige
Korrelation zwischen den korrespondierenden Teilbereichen der AT-8 Anfarbung und der Tau-Protein Last (in %)

und des standardisierten Aufnahme Wert Verhéltnis (SUVR) mit ®F_THK5117 ab. In der mittleren Reihe ist die
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lineare Regression durch die SPM-Methode zwischen Tau-Last in Prozent und der micro-PET Daten (SUVR) mit
BETHK5117 dargestellt (unkorrigiert fir mehrere Vergleiche, k > 20 voxel). Die untere Reihe veranschaulicht die

AT-8 Anfarbunsgsschnitte mit deren indviduellen z-Ergebnis Kartenausschnitt; projiziert auf den MRT Atlas.

Auch mit kaltem Tracer konnten wir eine entsprechende Blockierung der in vitro Autoradiographie
erreichen (Abb. 9**). Jedoch ergaben sich im Hinblick auf das Aufnahmezeitfenster und die
Referenzregion Limitationen. So mussten wir die zerebelldre Referenzregion nach
immunhistochemischer Auswertung korrigieren, da es in den zerebelldaren Pedunkeln einzelner P301S
Mause zur Ablagerung phosphorylierten Tau-Proteins kam. Dies hatte die Auswertungsverhaltnisse
des Bindungspotenzials der VOI beeinflussen kdnnen. Zudem beobachteten wir in der dynamischen

Anfertigung der Aufnahmemuster ein vergleichsweise friihes Erreichen des Konzentrationsplateus von

Abbildung 9**: sagittaler Schnitt der murinen entorhinalen Hirnregion einer 21 Monate alten biGT Maus.
(links) AT-8 Anfarbung NFT sagitaller Schnitt entorhinal. (mitte) ex vivo Autoradiogrpahie desselben sagittalen

entorhinalen Schnitts. (rechts) ex vivo Autoradiopgraphie nach Blockierung mit kaltem THK5117.

BF_THK5117 ab ca. 15 min p.i.. Hier zeigte sich ebenfalls eine zeitlich longitudinale Anreicherung im
frontalen Cranium und der Harderischen Driisen (Abb. 8 (B)). Besonders in spateren Zeitfenstern
konnte dies einen signifikanten Einfluss haben. In Anbetracht der hohen quantitativen Tau-Belastung
in den histopathologischen Untersuchungen, stellt sich die Nachweisschwelle von 10% in der PET
Bildgebung als relativ hoch heraus. Folglich lasst sich die in vivo Diagnostik besonders bei dlteren
Tieren valide nutzen. Fiir etwaige Therapiestudien sollten jedoch weitere Verbesserungen der Affinitat

des Tracers erreicht werden, um schon friih dezente Anreicherungen von Taufibrillen abzubilden.
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2.3 Beitrag zu den Veroffentlichungen

Beitrag zu Veroffentlichung |

Im Rahmen meiner geteilten Erstautorenschaft der Veroffentlichung ,,Glial Activation and Glucose
Metabolism in a Transgenic Amyloid Mouse Model: A Triple-Tracer PET Study” widmete ich mich
zunichst der Akquirierung der Rohdaten der *®F-Florbetaben-, *F-FDG- und *®F-GE180 PET-
Bildgebung. AnschlieBend prozessierte ich die Datensatze der ®F-Florbetaben-, **F-FDG und **F-
GE180 Bilder mit dem Programm PMOD und fihrte die SUV-Berechnungen, die Normalisierung, die
Partialvolumeneffektkorrektur sowie die zur Qualitatskontrolle erforderlichen visuellen
Uberpriifungen der prozessierten Daten durch. Dies gestaltete sich zunachst herausfordernd, da
Bilddaten die mittels ®F-GE180 angefertigt wurden eine neue Maglichkeit zur Erfassung neuronaler
Entziindung waren. Somit war insbesondere die Suche nach einer pathologiefreien Referenzregion
interessant, da ich hier die voxelbasierten Analysen durchfiihrte. Der nachste Arbeitsschritt
beinhaltete die statistischen Analysen der SUVR Ergebnisse. Diese erfasste ich in Tabellen und
visualisierte sie anschlieBend in Graphen und Diagrammen. AnschlieBend widmete ich mich der
Literaturrecherche und dem Verfassen des englischsprachigen Textes der aus den untersuchten Daten
entstandenen Veroffentlichung. Da zwar Teilaspekte der Amyloidpathologie bekannt sind, hier
allerdings die Zusammenhange zwischen Glucosestoffwechsel, Amyloidablagerung und der
neuronalen Entziindung untersucht wurden, gestaltete sich die Suche nach geeigneter Literatur
zunachst schwierig. Gerade die potenziellen Mechanismen der Beeinflussung pathophysiologischer
Prozesse, wie z.B. der neuronalen Entziindung auf die Entstehung und den Prozess des
Amyloidstoffwechsels konnten bisher noch nicht ausreichend geklart werden. In der Aufarbeitung
dieser hoch-spezifischen Fragestellung und bei der Formulierung der Publikation, sowie bei der
Prasentation der Ergebnisse auf der 53. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Nuklearmedizin

unterstlitze mich der zweite Erstautor der Veroffentlichung, Dr. med. Matthias Brendel, entscheidend.
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So konnte ein hoher wissenschaftlicher Standard bei der ErschlieRung dieser anspruchsvollen und

weiterhin kaum beleuchteten Thematik gewahrleistet werden.

Beitrag zu Veroffentlichung I

Im Rahmen meiner Co-Autorenschaft bei der Publikation ,,Small-Animal PET Imaging of Tau Pathology
with ®F-THK5117 in 2 Transgenic Mouse Models.“ trug ich vor allem zur Akquirierung des
Rohbilddatenmaterials der zum Baseline- und den verschiedenen Follow-Up-Zeitpunkten erfolgten
Bildgebungen mit *®F-THK5117 bei. Zunichst widmete ich mich jedoch der Literaturrecherche, deren
Ergebnisse in die Konzeption der Studie miteinflossen. Was auch die Frage nach den optimalen
Mausmodellen und den jeweiligen PET-Scan-Zeitpunkten voranbrachte. Zudem war ich in der
Verarbeitung der Datensétze der *®F-THK5117 PET-Bilder mit PMOD, in die SUVR-Berechnung, in die
Durchfiihrung der Partialvolumeneffektkorrektur, der Normalisierung und in die visuellen
Qualitatskontrollen der prozessierten Bilddaten involviert. Des Weiteren erstellte und aktualisierte ich
diverse Excel-Tabellen zur Veranschaulichung der bereits erhobenen und prozessierten Rohdaten.
Ferner war ich unterstiitzend in die Durchflihrung der statistischen Datenanalysen sowie in die

Erstellung von Diagrammen zur Visualisierung der Ergebnisse der Berechnungen involviert.
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3. Zusammenfassung

Im Rahmen meiner Promotionsarbeit widmete ich mich zweier Probleme bzw. Fragestellungen der

praklinischen Bildgebung neurodegenerativer Erkrankungen:

Im ersten Teil soll die Moglichkeit des in vivo Monitorings des M. Alzheimer durch das Validieren der
Neuroinflammations-Bildgebung mit Positronen-Emissions-Tomographie (PET) erweitert und etabliert
werden. Besonders zur Abschatzung und Evaluation potenzieller Therapieansatze der Alzheimer-
Demenz kommt dem in vivo Monitoring hier eine hervorgehobene Bedeutung zu. Im Sinne eines
synergistischen, diagnostischen Ansatzes wurden zur Detektion der pathologischen Korrelate im
erkrankten Gehirn der Versuchstiere mehrere Tracer eingesetzt. **Fluordesoxyglucose und **F-
Florbetaben (*®F-FBB) als Amyloid-Tracer sind bereits gut evaluiert und kamen in dieser Versuchsreihe
systematisch zum Einsatz. ®F-GE180 wurde hier mit dem Hintergrund eines Erkenntniszugewinns
durch das Abbilden neuroinflammatorischer Prozesse genutzt. Zundchst wurden Gruppen von
transgenen Mausen und deren C57BI/6 Kontrollgruppe im Alter von 5 bis 16 Monaten der Kleintier
PET Bildgebung zugefiihrt. Diese sind nach intravendser Injektion von **F-FBB und ®F-FDG jeweils
statisch, sowie mit *®F-GE180 zunéchst fiir 0-90min. p.i. dynamisch, im PET Siemens Inveon gemessen
und ausgewertet worden. Nach standardisierter Normalisierung der Daten auf einen MRT Atlas des
Mausgehirns wurden dreidimensionale Zielvolumina definiert. AnschlieRend wurden die Daten im
Vergleich zu einer moglichst pathologiefreien Referenzregion analysiert. Hierfiir wurde das Kleinhirn
und dessen WeilRe Substanz herangezogen, sodass die Standardaufnahmewerte von Ziel- und
Referenzregion vergleichend gebildet werden konnten. Daraufhin wurden die erhobenen Daten
mittels ex vivo Autoradiographie und Immunbhistologischer Verfahren tberpriift. Zunachst konnten wir
fur den TSPO-Tracer ®*F-GE180 ein statisches Analysefenster von 60 — 90 min. p.i. eruieren. Wobei
sich, verglichen mit der dynamischen Analyse (0-90 Minuten p.i.), keine signifikanten Abweichungen
nachweisen lieRen. Bereits bei Betrachtung der Baseline Analyse mit *F-GE180 zeigten transgene

Tiere zu ihren altersentsprechenden Kontrollgruppen einen Signalanstieg von +9% (P < 0,005). Dieser
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steigerte sich bei Tieren im Alter von 16 Monaten deutlich auf +25% (P < 0,001). Im Hinblick auf **F-
FBB erhdhte sich das kortikale Signal in dieser Altersgruppe um +24% (P < 0,001) zu dem
altersentsprechender Wildtypen. Bei **F-FDG hingegen konnten wir in jedem Alter ein deutlich
hoheres Signal nachweisen, mit einem Maximum von +12% mit 8 Monaten, dessen Anstieg sich im
Alter von 16 Monaten auf +5% abmilderte. Eine positive Korrelation der Signalverteilung und
Signalstarke zeigt sich besonders zwischen *®F-GE180 und ®F-FDG (R = 0,55), jedoch nicht zwischen
8Florbetaben und den zuvor genannten Tracern. Die longitudinale Signalprogression des PET-Signales
von ®F-GE180 lieR sich in vitro mittels immunhistochemischer IBA-1 Anfarbung bestatigen. Des
Weiteren zeigte der Vergleich von ®Florbetaben in der Methoxy-x04 Anfarbung fur fibrillar
angereichertes Amyloid eine exzellente Korrelation von R = 0,80; (P < 0,001). In den angefertigten
Autoradiographien stimmen die typischen Verteilungsmuster der B-Amyloidanreicherung mit denen

der in vivo erhobenen Daten tberein.

Im zweiten Teil der Studie sollten die molekularen Bildgebungsmoglichkeiten im Hinblick auf die
Tauopathien mit einem Tau-spezifischen Tracer erweitert werden. Dabei wurden zwei verschiedene
Gruppen transgener Mause (P301S und biGT) longitudinal mittels PET untersucht. Diesen Tieren und
deren entsprechender C57BI/6 Kontrollgruppe wurde im Alter von 5 bis 22 Monaten der erst kiirzlich
etablierte Tau-Tracer ®F-THK5117 iiber die Schwanzvene injiziert. Die Durchfiihrung der Messung
erfolgte jeweils Gber 90 Minuten dynamisch im Siemens Inveon Kleintier PET. Die Daten wurden
anhand von Standardaufnahmewerten unter Zuhilfenahme des Cerebellums als Referenzregion und
Zeitaktivitatskurven sowie standardisierter parametrischer Analyse ausgewertet. Fir beide Gruppen
wurden, nach SPM Analyse, jeweils zur Kohorte passende Ziel- und Referenzregionen definiert. Die
definierten Zielvolumina beinhalteten sowohl den entorhinalen Anteil des Mausgehirns als auch den
Hirnstamm. Die gewonnenen Bilddaten wurden abschlieBend mittels AT8 Immunanfarbung, ex vivo

Autoradiographie und Blockierungsexperimenten validiert.
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Fur ®F-THK5117 konnte ein dquivalentes statisches Fenster von 20 - 50 min. p.i. eruiert werden. Im
longitudinalen Verlauf wiesen sowohl P301S-, als auch die biGT Tiere eine signifikante
Signalprogression zur Baseline auf. Fiir die P301S Kohorte war eine Progression des Signals im
Hirnstamm von +11% (P < 0,001) in 8 - 11 Monate alten Tieren im Vergleich zur Kontrollgruppe zu
beobachten, wohingegen jlingere P301S Tiere von den Wildtypen nicht zu unterscheiden waren. Diese
Zunahme konnte ebenfalls in der biGT Kohorte beobachtet werden. Hier zeigte sich der Zuwachs im
entorhinalen Hirn und der Amygdala im Alter von 12 Monaten mit + 14,9% (P < 0,001), sowie 21
Monaten mit +15,2% (P < 0,01) im Vergleich zu den altersangepassten Wildtypen. AnschlieRend
wurden ex vivo Autoradiographien der jeweiligen Kohorten, AT-8 Anfarbung zur histologischen
Untersuchung sowie Blockierungsexperimente zur Uberpriifung der durch die Bilddaten erhobenen
Ergebnisse durchgefiihrt. P301S Tiere prasentierten in der immunhistochemischen in vitro Validierung
AT-8 positive Tauablagerungen des Hirnstammes, die mit den PET Daten im Bereich der VOI (Brainstem)
hoch korrelierten. In der biGT Kohorte zeigten sich diese Ubereinstimmungen der AT-8 positiven

Tauablagerungen im Bereich des entorhinalen Gehirns.

Zusammenfassend ldsst sich aus dem ersten Teil meiner Arbeit ableiten, dass die Kombination aus
mehreren Tracern einen sinnvollen, synergistischen Ansatz darstellt, um umfassendere Einblicke und
potenzielle Therapieansatze in neurodegenerativen Erkrankungen zu erlangen. Insbesondere das
Hinzuziehen von "®F-GE180 erlaubt ein tieferes Verstandnis der Neuroinflammation in Zusammenhang

mit der Alzheimer-Demenz.

Dariiber hinaus konnte im zweiten Teil der Dissertation **F-THK5117 als effektiver Tracer fiir die in vivo
Darstellung der Tauablagerung validiert werden, obgleich die intrazellularen Ablagerungen der NFT
weiterhin Hlrden in der Bildgebung darstellen. Das Mausmodell der biGT Kohorte erwies sich als
potentes Studienmodell der Tauopathien, wohingegen P301S Tiere aufgrund ihrer bereits frihen

Morbiditat und Letalitat fir entsprechende Therapiestudien vergleichsweise unterlegen sind.

33



4. Summary

Within the scope of my doctoral thesis | dedicated myself to two problems or questions of preclinical

imaging of neurodegenerative diseases:

In the first part, the possibility of in vivo monitoring of Alzheimer's disease by validating
neuroinflammation imaging with positron emission tomography (PET) will be extended and
established. In vivo monitoring is of particular importance for the assessment and evaluation of
potential therapies for Alzheimer's dementia. In the sense of a synergistic, diagnostic approach,
several tracers were used to detect the pathological correlates in the diseased brain of the
experimental animals. *®Fluorodeoxyglucose and *®Florbetaben have already been well evaluated and
were systematically used in this series of experiments. **F-GE180 was used here with the background
of a gain in knowledge through the imaging of neuroinflammatory processes. First, groups of
transgenic mice and their C57BI/6 control group at the age of 5 to 16 months were exposed to small
animal PET imaging. After intravenous injection of *F-FBB and ®F-FDG, these were measured and
evaluated in PET Siemens Inveon, both statically and dynamically with **F-GE180, initially for 0 - 90
min. p.i. After standardized normalization of the data to an MRI atlas of the mouse brain, three-
dimensional target volumes were defined. Subsequently, the data were analysed in comparison to a
reference region that was as pathology-free as possible. For this purpose, the cerebellum and its white
matter were used, so that the standardized uptake values of target and reference region could be
formed comparatively. Afterwards, the collected data were checked by ex vivo autoradiography and
immunohistological staining. Initially, a static analysis window of 60 - 90 min. p.i. was determined for
the TSPO tracer ®*F-GE180. Compared to the dynamic analysis (0 - 90 minutes p.i.), no significant
deviations were found. Already when considering the baseline analysis with **F-GE180, transgenic
animals showed a signal increase of +9% (P < 0.005) in comparison to their age-related control groups.
In animals at the age of 16 months, this signal increased significantly to +25% (P < 0.001). With regard

to '®F-FBB, the cortical signal increased by +24% (P < 0.001) in this age group compared to age-
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matched wild types. For **F-FDG, however, we found a significantly higher signal at all ages, with a
maximum of +12% at 8 months, which increment decreased to +5% at 16 months. A positive
correlation of signal distribution and signal strength is particularly evident between **F-GE180 and *®F-
FDG (R = 0.55), but not between ®Florbetaben and the tracers mentioned above. The longitudinal
signal progression of the PET signal of ®F-GE180 was confirmed in vitro by immunohistochemical IBA-
1 staining. Furthermore, the comparison of ®Florbetaben in the methoxy-x04 stain for fibrillary
enriched amyloid showed an excellent correlation of R = 0.80; (P < 0.001). In the autoradiographs
prepared, the typical distribution patterns of B-amyloid enrichment correspond to those of the data

collected in vivo.

In the second part of the study, the molecular imaging possibilities with regard to tauopathies were to
be extended with a tau-specific tracer. Two different groups of transgenic mice (P301S and biGT) were
examined longitudinally using PET. These animals and their corresponding C57BI/6 control group were
injected at the age of 5 to 22 months with the recently established tau tracer *F-THK5117 via the tail
vein. The measurement was performed dynamically in Siemens Inveon Small Animal PET for 90
minutes. The data were evaluated using standardized uptake values using the cerebellum as reference
region and time-activity curves as well as standardized parametric analysis. For both groups, after SPM
analysis, appropriate target and reference regions were defined for each cohort. The defined target
volumes included both the entorhinal portion of the mouse brain and the brain stem. The acquired
image data were finally validated by AT8 immunostaining, ex vivo autoradiography and blocking

experiments.

For ®F-THK5117 an equivalent static window of 20 - 50 min. p.i. could be determined. In the
longitudinal course, both P301S and biGT animals showed a significant signal progression to the
baseline. For the P301S cohort a signal progression in the brainstem of +11% (P < 0.001) was observed
in 8 - 11 months old animals compared to the control group, whereas younger P301S animals were
indistinguishable from the wild type. This increase was also observed in the biGT cohort in the

entorhinal brain and amygdala at 12 months of age with +14.9% (P < 0.001) and at 21 months of age
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with +15.2% (P < 0.01) compared to the age-matched wild types. Subsequently, ex vivo
autoradiography of the respective cohorts, AT-8 staining for histological examination and blocking
experiments were performed to verify the results obtained from the image data. P301S animals
showed AT-8 positive tau deposits in brain stem through immunohistochemical in vitro validation,
which correlated highly with PET data in the VOI (brainstem) region. In the biGT cohort, these

correlations of AT-8 positive tau depositions were shown in the area of the entorhinal brain.

In summary, the first part of my work suggests that the combination of several tracers is a useful,
synergistic approach to gain more comprehensive insights and potential therapeutic approaches in
neurodegenerative diseases. In particular, the addition of **F-GE180 allows a deeper understanding of

neuroinflammation associated with Alzheimer's dementia.

Furthermore, in the second part of the thesis BE_THK5117 could be validated as an effective tracer for
the in vivo imaging of tau deposition. Whereby the intracellular depositions of the NFT continue to
represent hurdles in imaging. The mouse model of the biGT cohort proved to be a potent study model
of tauopathies, whereas P301S animals are comparatively inferior for corresponding therapy studies

due to their early morbidity and lethality.
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Glial Activation and Glucose Metabolism in a Transgenic Amyloid

Mouse Model: A Triple Tracer PET Study
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Amyloid imaging by small-animal PET in models of Alzheimer
disease (AD) offers the possibility to track amyloidogenesis and
brain energy metabolism. Because microglial activation is thought
to contribute to AD pathology, we undertook a triple-tracer small-
animal PET study to assess microglial activation and glucose
metabolism in association with amyloid plaque load in a transgenic
AD mouse model. Methods: Groups of PS2APP and C57BL/6 wild-
type mice of various ages were examined by small-animal PET. We
acquired 90-min dynamic emission data with '8F-GE180 for imaging
activated microglia (18-kD translocator protein ligand [TSPO]) and
static 30- to 60-min recordings with 8F-FDG for energy metabolism
and '8F-florbetaben for amyloidosis. Optimal fusion of PET data
was obtained through automatic nonlinear spatial normalization,
and SUVRs were calculated. For the novel TSPO tracer '8F-
GE180, we then calculated distribution volume ratios after estab-
lishing a suitable reference region. Immunohistochemical analyses
with TSPO antisera, methoxy-X04 staining for fibrillary B-amyloid,
and ex vivo autoradiography served as terminal gold standard as-
sessments. Results: SUVR at 60-90 min after injection gave robust
quantitation of '®F-GE180, which correlated well with distribution
volume ratios calculated from the entire recording and using a
white matter reference region. Relative to age-matched wild-type,
18F-GE180 SUVR was slightly elevated in PS2APP mice at 5 mo
(+9%; P < 0.01) and distinctly increased at 16 mo (+25%; P <
0.001). Over this age range, there was a high positive correlation
between small-animal PET findings of microglial activation with am-
yloid load (R = 0.85; P < 0.001) and likewise with metabolism (R =
0.61; P < 0.005). Immunohistochemical and autoradiographic find-
ings confirmed the in vivo small-animal PET data. Conclusion:
In this first triple-tracer small-animal PET in a well-established AD
mouse model, we found evidence for age-dependent microglial ac-
tivation. This activation, correlating positively with the amyloid load,
implies a relationship between amyloidosis and inflammation in the
PS2APP AD mouse model.
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Alzheimcr disease (AD) is the most common cause of demen-
tia, and with its exponentially increasing incidence as a function of
age among the elderly, it is imposing an ever more onerous burden
on health care (/). This state of affairs motivates a worldwide effort
to find new biomarkers predicting future cognitive decline in pa-
tients with suspected early AD and likewise for use as outcome
measures in clinical trials of innovative disease-modifying agents
(2). Immunologically mediated neuroinflammation is implicated in
the pathophysiologic processes of AD (3,4), which are classically
characterized by accumulation of extracellular 3-amyloid plaques
and intracellular neurofibrillary tangles (5). Many aspects of the
classic B-amyloid pathology are emulated in various transgenic
rodent models for AD (6,7), and translational studies of these
processes are facilitated by small-animal PET using radioligands
for imaging of AD biomarkers in these rodent models (8). In
particular, small-animal PET imaging of B-amyloid has been suc-
cessfully established in the past few years (9,/0). However, in-
formation regarding neuroinflammation in these models remains
sparse and rather inconsistent (//-13).

Neuroinflammation can be assessed by molecular imaging with
several ''C-labeled radiotracers targeting the 18-kD translocator
protein (TSPO), which is highly expressed at the outer mitochon-
drial membrane of activated microglia (8,/4); the brief physical
half-life of ''C presents logistic difficulties for its widespread use.
However, novel '8F-fluorinated second-generation TSPO radio-
tracers now offer a more practical means to undertake imaging also
at sites lacking a cyclotron/radiochemistry facility. Among the var-
ious such compounds, 'SF-GE180 has emerged as a TSPO ligand
affording excellent signal-to-noise ratio and brain kinetics favorable
for the detection of microglial activation (/5,/6). However, monitor-
ing of neuroinflammation in AD mice by this agent remains to be
established.

The aim of this study was to investigate the novel TSPO tracer
8E-GE180 in PS2APP mice, a well-established transgenic AD
mouse model; we have previously characterized by '*F-florbetaben
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small-animal PET the progressive amyloid plaque formation with  respectively. This line had been created by coinjection of both
aging in this strain (/7). Thus, we performed 'SF-GE180 small-  transgenes into C57BL/6 zygotes (/8). Homozygous B6.PS2APP
animal PET examinations in groups of transgenic (TG) and wild-  (PS2APP) mice show first appearance of plaques in the cortex and
type (WT) mice at various ages and also measured B-amyloid using ~hippocampus at 5-6 mo of age (/9).
I8F-florbetaben and glucose metabolism using 'SF-FDG. With this
multitracer approach we undertook to chart the interrelations of all 3~ Study Overview
biomarkers in vivo during the life course of PS2APP mice to test The study design consisted of a pilot study and the main study.
the hypothesis of a potential coherence between neuroinflammation 11 the pilot study, autoradiography ex vivo and in vitro was performed
and amyloidosis. In particular, we anticipated that amyloidosis in with ISF'GEISQ' followed by immunohistochemistry in small groups of
TG PS2APP mice should result in greater inflammation, bringing in Wl ang 1O mice-at, 10'and 22 mo of ase.

g , bringing : : : .
turn increased glucose metabolism. We confirmed the '*F-GE180 l-n the main s“'fdy 4 smull-'flmm.:.il EELkcas weo ubtamed.wnh fhes
small-animal PET results relative to gold standard findings obtained radiopharmaccrticals desctibec in groups of WLand, [ micerasnd,

p . . £ ) 8, 13, and 16 mo (£0.5 mo). Within 1 wk after completion of the PET
by immunohistochemistry and additionally by autoradiography ex session, mice were perfused with phosphate-buffered saline while
vivo in a subset of animals.

deeply anesthetized before immunohistochemical analyses. A detailed

overview for the main study of the different groups of mice is pro-

vided in Table 1. To investigate reproducibility of results with 'SF-

MATERIALS AND METHODS GE180, we undertook test-retest PET scans in a subset of 11 TG

Radiochemistry animals (age, 5-16 mo; n = 2-3 at each time point) at an interval
ISF-GEI80. Radiosynthesis of 'SF-GE180 was performed as pre-  ©f I Wk to allow recovery from anesthesia.

viously described (/6), with slight modifications as presented in the

supplemental materials (available at http://jnm.snmjournals.org). This ~Small-Animal PET Data Acquisition, Reconstruction,

procedure yielded a radiochemical purity exceeding 98% and a spe- and Coregistration

cific activity of 1,400 + 500 GBg/pwmol at the end of synthesis. Details of the acquisition protocol and reconstruction algorithms as well
ISF-Florbetaben and 'SF-FDG. Radiosynthesis of 'SF-florbetaben s coregistration procedures are provided in the Supplemental Methods.

was performed as previously described (/0). This procedure yielded a

radiochemical purity exceeding 98% and a specific activity of 80 * 20

GBg/pmol at the end of synthesis. '*F-FDG was purchased commercially.

Small-Animal PET Data Analyses

Volumes of interest (VOIs) were defined on the MRI mouse atlas
(Fig. 1). A large forebrain target VOI (comprising 156 mm?), containing
Animals most of the frontal and parietal cortex as well as the hippocampus and

All experiments were performed in compliance with the National  the thalamus, was used for all tracers. For reference region analysis in
Guidelines for Animal Protection, Germany, and the approval of the  the case of 'F-GE180 small-animal PET, we tested several different
regional animal care committee (Regierung Oberbayern), and were  tissue compartments. The reference regions consisted of a whole-brain
overseen by a veterinarian. Animals were housed in a temperature-  VOI (comprising 525 mm?) and a whole cerebellar VOI (comprising
and humidity-controlled environment with a 12-h light-dark cycle, 65 mm?) as described previously (20). We also tested oval-shaped white
with free access to food (Ssniff) and water. matter VOIs mostly containing white matter tissue of the cerebellum

The transgenic B6.PS2APP (line B6.152H) is homozygous for the  and the brain stem (comprising 29 mm?), which emerged by voxelwise
human presenilin (PS) 2, N1411 mutation and also the human amyloid ~ mapping of the contrast between WT and TG and WT groups, as de-
precursor protein (APP) K670N, M671 L mutation. The APP and PS2  scribed in detail in the Supplemental Methods and illustrated in Sup-
transgenes are driven by mouse Thy-1 and mouse prion promoters,  plemental Figure 1.

TABLE 1
Overview for Main Study
18F-GE180 18F-GE180 18F-florbetaben  8F-florbetaben 18F-FDG 18F-FDG
Mouse Age small-animal small-animal small-animal small-animal PET  small-animal small-animal
model (mo) PET (n) PET (SUVRegrwMm) PET (n) (SUVRegrwM) PET (n) PET (SUVRegr/cel)

PS2APP 5 6 0.69 + 0.03" 6 0.80 + 0.02 6 0.85 + 0.05%
8 5 0.72 + 0.02* 4 0.82 + 0.03 4 0.90 + 0.05*

13 8 0.81 + 0.03* 8 0.90 + 0.02* 8 0.94 + 0.02+

16 8 0.83 + 0.04* L 0.96 + 0.03* 7 0.91 + 0.03*

C57BL/6 5 8 0.63 + 0.01 8 0.79 + 0.01 8 0.77 £ 0.03
8 8 0.65 + 0.03 8 0.79 £ 0.01 8 0.80 + 0.03

13 8 0.66 + 0.02 8 0.78 + 0.02 8 0.86 + 0.04*

16 8 0.67 + 0.02" 8 0.78 + 0.02 8 0.86 + 0.04%

Groups of PS2APP and C57BL/6 mice are provided together with forebrain small-animal PET SUVRs for the 3 radiotracers. Significant
differences in PS2APP mice versus age-matched C57BL/6 control or significant differences in C57BL/6 controls against their 5-mo-old
littermates are marked by *P < 0.05; TP < 0.01; *P < 0.001; 1-way ANOVA.
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FIGURE 1. Definitions of forebrain (yellow), whole brain (orange), cere-
bellar (red), and white matter (purple) volumes of interest projected on
mouse brain MRI atlas in coronal and sagittal slices.

On the basis of our previous experience, the entire cerebellum was
used for scaling of 'F-FDG data. For 'SF-florbetaben, a different white
matter reference region (67 mm?; pons, midbrain, hindbrain parts of the
subcortical white matter) emerged superior to scaling by the cerebellum
(21), such that we switched the amyloid PET analysis to this reference
region. In animals receiving the full dynamic 'SF-GE180 small-animal
PET scan, distribution volume ratio maps were calculated using a linear
graphic method (22), relative to a white matter VOI intended to serve as
a pathology-free reference tissue. We extracted and compared time—ac-
tivity curves of the several target and reference VOIs.

SUVs for target and reference VOIs were calculated by scaling to
the injected dose and multiplying the body weight for 'SF-GE180.
Forebrain target-to-reference tissue SUVRs were used for calcula-
tion of SUVRggg/rer for the case of dynamic 'F-GE180 scans and
for the static frames for the cases of all of 'SF-florbetaben and 'F-
FDG.

Ex Vivo and In Vitro Autoradiography

In the pilot study, autoradiography experiments were performed to
confirm the specificity of 'SF-GE180 small-animal PET results to TSPO
distribution. Autoradiography ex vivo was performed in 2 TG mice aged
22 mo at 60 min after injection of 9.2 MBq of 'SF-GE180 (+150 pL
saline). In vitro autoradiography with '®F-GE180 at a range of concen-
trations (with and without blocking by TSPO antibody) and '*F-florbe-
taben was performed in brain cryostat sections from the pilot study
subset of aged TG mice. Details of the autoradiography procedures
are provided in the Supplemental Methods.

Immunohistochemistry: Acquisition and Image Analysis
Plaque and microglial load were calculated as the summed area of all
labeled plaques and microglia and reported as percentage densities relative

956

to the entire cerebral cortex areas. These analyses were performed by an
operator who was masked to the small-animal PET results. Methodologic
details can be found in the Supplemental Methods.

Statistics

Group comparisons of VOI-based small-animal PET results between WT
and TG mouse groups were assessed by 1-way ANOVA and Tukey post hoc
test for multiple comparisons using IBM SPSS Statistics (version 22.0;
SPSS). For correlation analyses, Pearson coefficients of correlation (R) were
calculated. A threshold of P less than 0.05 was considered to be significant
for rejection of the null hypothesis.

RESULTS

Validation of '®F-GE180 PET

VOI-based analyses were performed with the dynamic dataset
to establish the kinetics of '8F-GE180 in target tissues of WT
and TG animals and to define optimal time windows and refer-
ence tissue normalization for routine small-animal PET exami-
nations.

Time-activity curves for 'SF-GE180 in several reference tissues,
calculated as SUV (mean * SD) in TG mice at different ages, are
shown in Figure 2A. Age dependence of the time-activity curves is
conspicuous with whole brain and whole cerebellar scaling,
whereas the white matter reference tissue yielded a distinctly higher
congruence between animal groups. Mean white matter reference
SUV in the interval 60-90 min after injection was similar in TG and
WT of all ages (range of SUV can, 2.98-3.16; range of SUV SD,
0.44-0.58; no significant intergroup differences).

No relevant spill-in of extracerebral activity to the brain was
observed during the entire 90-min emission sequences. The reference
tissue ratio time-activity curves revealed an equilibrium binding in
brain occurring by 20 min for the aged TG groups (13 and 16 mo),
whereas younger TG groups (5 and 8 mo) indicated a slight but
constant decline in cerebral activity, with a trend toward apparent
equilibrium in the last 2 frames. Thus, as an alternative to kinetic
modeling for 'F-GE180 quantification, the use of SUVR in a static
frame recorded in the interval 60-90 min after injection provides a
convenient surrogate marker for specific binding (Fig. 2B).

In this regard, there was excellent linear relationship between
distribution volume ratio, calculated for the entire 90-min recording,
and the 60- to 90-min static frame SUVR (R = 0.99, P < 0.001) (Fig.
2C). Test-retest analyses confirmed as well the robustness of 60- to
90-min SUVRgpravm for the forebrain target region in TG animals
(best fit: R = 0.98, linear, P < 0.001; test—retest variability: 1.9%).

Variance in the forebrain 'SF-GE180 SUVR for the 60- to 90-min
static recording within groups of mice was distinctly lower in con-
junction with a white matter reference region (mean SD, 4.5% *
1.0%:; range, 3.0%—-5.9%) than the plain SUV (mean SD, 15.7% *
4.7%; range, 8.8%-21.2%; Fig. 2D).

Triple-Tracer Small-Animal PET Analyses

All small-animal PET results are provided in Table 1. TG mice
already showed elevated SUVRggrwm '*F-GE180 uptake when
compared with age-matched WT mice as early as 5 mo (+9%;
P < 0.005), which increased substantially by 16 mo (+25%;
P < 0.001) (Fig. 3). '8F-florbetaben SUVRggrwam in TG mice
was near the WT level at 5 and 8 mo (+2%, +4%; P =not signif-
icant) and increased at 13 mo (+15%; P < 0.001) and 16 mo (+24%;
P < 0001) to age-matched WT mice. "F-FDG SUVRgggr/car.
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FIGURE 2. (A) Mean '®F-GE180 uptake reported as SUV for each of 3 reference regions as
function of time after tracer administration in groups of PS2APP mice. Least evidence of
pathology (i.e., stability between TG and WT) was detected for a white matter pseudo refer-
ence region. Error bars indicate SD for estimates in groups of 5-8 animals. (B) Target-to-
reference ratios as functions of time after ®F-GE180 administration in groups of PS2APP mice.
(C) Correlation of '8F-GE180 distribution volume ratio (DVR) calculated from 90-min dynamic small-
animal PET recordings with corresponding SUVR (forebrain/white-matter) results from 60- to 90-min
static frame. Dotted line represents a perfect line of identity (DVR = SUVR). (D) Stability of forebrain
18F-GE180 values after SUV calculation (blue) and pseudo reference tissue (orange) scaling as
expressed by mean %-SD (+ SD) in all 8 groups of TG and WT mice.

was significantly higher in PS2APP TG mice at all ages than in age-
matched WT groups, with the peak increase at 8 mo (+12%;
P < 0.001), which subsequently declined in the 16-mo group
(+5%; P < 0.05).
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FIGURE 3. (A) Coronal planes of "®F-GE180 mean SUVR maps at different ages of PS2APP animals
projected on an MRI mouse atlas (gray scale). (B) Mean (+SD) SUVR estimates for PS2APP animals at
different ages. Significant differences between subgroups are marked by ***P < 0.001; 1-way ANOVA.
p.i. = after injection.
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There was an excellent positive correlation
(R = 0.85; P < 0.001) between 'SF-GE180
SUVRggr/wm and '8F-florbetaben
SUVRgprawMm in the pooled PS2APP TG
mice. Lesser correlations were seen between
BE-FDG SUVRggr/cpr. and '*F-GE180
SUVRgsrwMm (R = 0.61; P < 0.005) as well
as between 'SF-FDG SUVRpg/cp. and 'SF-
florbetaben SUVRggrawvm (R = 048; P <
0.01) (Fig. 4). WT indicated a high positive
correlation between "SF-FDG SUVRggr/cpL
and "SF-GE180 SUVRggrwm (R = 0.55;
P < 0.005). No significant associations be-
tween "F-FDG SUVRggr/cpr. or '*F-GE180
SUVRggravm With '8F-florbetaben SUVR g,
wnm Were observed. The age dependence in the
uptake of the 3 tracers is presented in Figure 5.

Autoradiography and
Immunohistochemistry

IBA-1 antibody in vitro quantitation (oc-
cupancy [%]) in the whole group of PS2APP
mice showed a strong positive correlation
with the 'F-GE180 uptake in vivo (R =
0.61; P < 0.005). '"8F-florbetaben uptake
and percentage plaque load (%) as assessed
by methoxy-X04 histology had a high corre-
lation finding (R = 0.80; P < 0.001), as in
our previous B-amyloid-PET studies (/0,17).
Both immunohistochemical staining methods
indicated a progression of pathophysiology
with age in a manner congruent with the
PET data (Supplemental Fig. 2).

The pattern of 'SF-GE180 binding seen by autoradiography ex
vivo resembled the binding observed in the small-animal PET
scan, and triple labeling in vitro showed colocalization of TSPO
activation with fibrillar -amyloid deposits (Fig. 6). Qualitatively,

the '8F-GE180 autoradiography in vitro was
more diffuse than for '*F-florbetaben, which
showed a more focal pattern. Prior incuba-
tion of brain sections with TSPO antibody
completely blocked '8F-GE180 labeling in
the forebrain, thus indicating the specific
association of increased TSPO expression
and amyloid plaques (Supplemental Fig. 3).

DISCUSSION

We present the first, to our knowledge,
small-animal PET study with 3 different
I8F-labeled radiotracers targeting distinct
aspects of the pathophysiology in a trans-
genic mouse model of AD—that is, micro-
glial activation, amyloid deposition, and
brain energy metabolism. The novel TSPO
ligand 'F-GE180 enabled a robust detec-
tion of activated microglia in the TG
mouse brain, yielding results concurring
closely with immunohistochemical findings
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cerebellum as a pseudoreference region,

A B." . e .
i compared with quantitation relative to arte-
- N " | rial blood input for ''C-PBR28 (24). There-
TCEin0 FcsDetaben F¥Do . fore, we tested several reference tissues for
~ g our novel ligand for TSPO, "*F-GE180. Our
§ § analyses revealed that a reference region
3 e R'=0.85; P <0.001 composed of white matter voxels in the brain
w .
° 09 11 stem and cerebellum delivered comparable
o -Sorbatshen; Forebintnis SUV results between TG and WT groups
1.0 . .
2 } at different ages. In contrast, the whole brain
g £ o and, to a lesser degree, the cerebellum
- 8 e showed elevated SUV in TG mice with
= § : marked pathology, thus being less suitable
s b4 ) % o° as a reference region. The white matter ref-
2 i R=061;P<0.005 erence VOI was of a size (29 mm?) sufficient
o o7 o8 09 10 to minimize signal loss due to partial-volume
- F-FDG Forebrain, 4
RS effects (25). Furthermore, the SUVR ap-
£ . e . .
H 4 ® proach distinctly minimized the intragroup
s $ %P0 variance in TSPO results compared with that
E § 09 [ with simple SUV calculation, which is in
T 3 ) o ® line with findings from the human study
2 ) cited above (24). Thus, we see a clear advan-
L3 R=0.48; P<0.01 . o " 5
074 tage for a cerebral pseudoreference region in
M et o 1 the semiquantitative analysis of preclinical
TSPO imaging.
FIGURE 4. (A) Coronal planes of mean SUVR maps for all 3 different radiotracers at different

ages of PS2APP animals, projected on an MRI mouse atlas (gray scale). (B) Correlations between

the different forebrain radiotracer SUVR for all PS2APP mice.

and autoradiography in vitro. The consensus of our results clearly
indicates coexistence of amyloidosis and neuroinflammation in
PS2APP TG mice, together increasing in parallel with increasing
age. These findings are seemingly accompanied by elevated glucose
consumption.

18F-GE180 Reference Region

One key issue in detecting microglial activation by PET is the lack
of an appropriate pathology-free reference tissue—that is, a region
devoid of TSPO expression in the mouse brain (23). In the absence
of a true reference region, a recent PET study of TSPO expression in
AD patients showed clear benefits for an SUVR analysis with the

40%
s “F.GE180
== “F.florbetaben
o= WE.FDG
E 30%
Hd
8
e 2%
s
£
(=]
10%
0%
0 5 10 15 20
PS2APP age (mo)

FIGURE 5. Life-course kinetics for PS2APP mice as expressed by
%-difference (+SD) versus C57BL/6 controls for the 3 different radiotracers.
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18F-GE180 Time Window

I8E-GE180 small-animal PET showed
uptake throughout the mouse brain and
only minor uptake in extracerebral regions
such as cranium or Harderian glands relative to the brain. Ratio
analysis of the measured time—activity curves revealed attainment
of stable values in aged TG animals as early as 20 min after in-
jection, whereas ratio time—activity curves in younger TG animals
tended to have a more delayed stabilization in late-acquisition
frames after 50 min, favoring the use of a late static window in
routine acquisitions. The distribution volume ratio results using
the entire 90-min recordings had an excellent correlation with
the SUVR in the 60- to 90-min static frame, which further sup-
ports the use of this time window for economic small-animal
PET imaging in large study groups.

Neuroinflammation in TG Mouse Model of AD

Age-dependent increases in TSPO expression emerged as a clear
surrogate for neuroinflammation in PS2APP mice and clearly reveal
a temporal association with the amyloid cascade. Our findings of
25% elevated SUVRyy for '8F-GE180 in aged TG mice compared
with WT mice indicates a satisfactory signal-to-noise ratio for
I8F-GE180, whereas in vivo findings matched closely with TSPO
immunohistochemistry in vitro. A recent study with the same radio-
tracer in another AD mouse model (APP/PS1dE9) found similar age-
dependent microglial activation in the cortex and hippocampus
matching with terminal immunohistochemistry findings (26). Present
findings are also in line with a recent report of elevated neuroinflam-
mation in the brains of aged APPswePS1-dE9 mice as examined by
1SE.DPA-714 small-animal PET (/3) as was also confirmed in au-
toradiographic and immunohistochemical analyses. Our results show
a close correlation between accumulation of amyloid load and TSPO
expression in PS2APP mice, about which the causal relationship is
still under debate (3), and we speculate about this issue in the

No. 6 ¢ June 2016

41



-

FIGURE 6. (A) Immunohistochemical costaining shows IBA-1- (red)
and TSPO- (green) positive cells adjacent (white circle) to fibrillar amy-
loid plaques (blue) in the frontal cortex of a PS2APP mouse aged 22 mo.
Yellow circle indicates low IBA-1 and TSPO staining between amyloid
plaques. Scale bar represents 20 pm. (B) Sagittal plane for '®F-GE180
autoradiography ex vivo (60 min after injection) in a 22-mo-old PS2APP
mouse indicates extensive radiotracer uptake in neocortex (red arrows),
hippocampus, and thalamus, which is colocalized with fibrillar amyloid
as detected in corresponding methoxy-X04 staining in these brain re-
gions (C). No specific binding is observed in cerebellum.

Supplemental Discussion. Remarkably, our PS2APP mice do not
indicate a relevant neurodegeneration at 16 mo of age (/8), even
though they show severe neuroinflammation and amyloid pathol-
ogy. Furthermore, normalized '*F-FDG uptake, a small-animal PET
marker for glucose metabolism, was elevated in PS2APP mice,
especially in the young group and to a lesser extent still at 16 mo
of age, compared with findings in WT groups. This seems in line
with previous reports of elevated relative glucose metabolism in
amyloid models, such as APP/PS1 (27) and 5XxFAD (28) mice, in
which glial activation was discussed as a probable factor. However,
this interpretation seems at odds with '®F-FDG findings in human
AD and in prodromal patients with amnesic mild cognitive impair-
ment (29). Nonetheless there is even evidence about metabolic
compensation in AD (30), in which the synaptic dysfunction might
mask inflammation-related hypermetabolism.

In Vivo Therapy Monitoring

In our hands, microglial activation and amyloid levels as assessed
by small-animal PET had high interanimal variability as has been
reported for other AD mouse models (7). Therefore, the sensitivity
of terminal assessments of treatment effects on neuroinflammation
or amyloidogenesis would likely be hampered by this variance. This
circumstance emphasizes the value of a reliable noninvasive treat-
ment monitoring, which offers the possibility to account for baseline
pathology levels at therapy initiation, and also allows the detection
of longitudinal changes in individual mice, as shown in our recent
antiamyloid treatment small-animal PET study (3/). Neuroinflam-
mation constitutes an interesting therapy target in its own right, and
present results with 'SF-GE180 small-animal PET show consider-
able promise for this application.

Limitations

This was a cross-sectional study in groups of mice from the same
breeding program; a true longitudinal setting would have entailed
serial small-animal PET examinations for each biomarker in each
mouse. This would have required 12 small-animal PET scans per
mouse, likely resulting in an increased incidence of dropouts and
without the possibility of performing immunohistochemical validation

NEUROINFLAMMATION AND AMYLOIDOSIS IN AD MIcE

in each mouse for all ages. Additionally, we feel that this limitation is
balanced by the adequately powered sample sizes, which yielded
results sufficiently robust to detect significant differences even between
mouse groups at S mo of age.

CONCLUSION

In vivo imaging of neuroinflammation by small-animal PET with
the novel TSPO ligand '8F-GE180 is feasible, and results correlate
strongly with immunohistochemical gold standard assessment, with
further support by autoradiographic findings ex vivo. Single-frame
recordings at 60-90 min after injection yield robust and reproduc-
ible SUVRs that shall bring considerable economy to small-animal
PET studies with large group size. In PS2APP mice, age-dependent
amyloid accumulation, revealed by '®F-florbetaben, occurs in con-
junction with inflammation as assessed by 'SF-GE180 small-animal
PET. Glucose metabolism as assessed by 'SF-FDG small-animal
PET correlated positively with inflammation, but hypermetabolism
relative to WT mice was pronounced in young TG mice, illustrating
a concomitant inflammatory process in association with the amy-
loidosis in this transgenic AD mouse model.
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6. Small-Animal PET Imaging of Tau Pathology with *F-THK5117 in 2

Transgenic Mouse Models

materials (available at http://jnm.snmjournals.org), yielding a radiochemi-
cal purity of greater than 98% and specific activity of 202 * 56 GBg/pwmol
at the end of synthesis.

Animals

All experiments were performed in compliance with the National
Guidelines for Animal Protection (Germany) and approval of the animal
care committee (Regierung Oberbayern), with supervision by a veteri-
narian. Two TG mouse models were investigated in this study: Tau-
P301S mice (P301S) and bigenic GSK-33 x Tau-P301L (biGT) mice,
together with age-matched WT controls. Details on the animal models
are provided in the supplemental materials.

Tau Small-Animal PET

Study Overview. A detailed overview of the different groups of mice
and investigations performed is presented in Table 1. Test-retest
small-animal PET scans were acquired in a subset of 7 P301S and
C57BL/6 animals within 1 wk, using identical scanning parameters.
To investigate the optimal time window for small-animal PET quan-
titation, complete 90-min dynamic recordings were acquired in P301S
and corresponding WT mice; findings from these pilot scans defined
the optimal acquisition window to be used in the larger biGT cohort.

Data Acquisition and Analyses. Data acquisition and reconstruction
information is provided in the supplemental materials. In brief,
summed dynamic (0-90 min after injection for P301S) and static
frames (20-50 min after injection for biGT) were coregistered to an
MRI mouse atlas (/6) by a manual rigid-body transformation using
the PMOD fusion tool (V3.5; PMOD Technologies Ltd.). The inter-
preter was masked to the type of mouse. A second experienced in-
terpreter ensured accurate alignment. Volumes of interest (VOIs) were
defined on the MRI mouse atlas (Fig. 1). In P301S animals receiving
the full dynamic small-animal PET scan, parametric maps of binding
potential (BPyp) were calculated using a linear graphic method (/7),
with the cerebellar VOI serving as pathology-free reference tissue.
Time-activity-curves of the brain stem, cranium, Harderian glands, and
whole brain were extracted. Reference and target VOIs were used for
calculation of '"SF-THKS5117 brain stem—-to-cerebellum (SUVRgst/cpL
in P301S) and entorhinal/amygdaloidal-to-cerebellum SUV ratios
(SUVREgN1/cpL in biGT) of the 20- to 50-min frame.

Interpreter-Independent Coregistration. For final VOI- and statis-
tical parametric mapping (SPM)-based small-animal PET analyses, an
interpreter-independent coregistration was established after validation
of the optimal 20- to 50-min window. Further details are provided in
the supplemental materials.

SPM. For whole-brain voxelwise comparisons between groups of TG
versus pooled WT mice, SPM was performed using SPMS routines
(Wellcome Department of Cognitive Neurology) implemented in MATLAB
(version 7.1; MathWorks Inc.) (/0). Individual SUV maps from TG
mice were also compared with pooled WT mice to calculate for each
mouse a voxelwise z score map expressing the divergence in SDs from the
WT group. Furthermore, we performed linear regression with tau load (%)
as a vector in the entire groups of (young and old) P301S and biGT mice.

Immunohistochemistry

After completion of the final small-animal PET scans, phosphor-
ylated tau was detected in postfixed brains with the monoclonal AT8
antibody (Thermo Scientific), which recognizes phospho-paired
helical filaments-tau, phosphorylated at Ser202 and Thr205. A more
detailed description of immunohistochemistry is provided in the
supplemental materials. Tau load (%) was calculated as the summed
area of all tau-positive cells relative to the area of regions of interest.
These analyses were performed by an operator masked to the small-
animal PET results.

Ex Vivo and In Vitro Autoradiography

Ex vivo autoradiography was performed in a subset of P301S and
C57BL/6 animals killed while deeply anesthetized at 50 min after
injection of 15.2 + 3.4 MBq of 'SF-THKS5117, administered in 150 pL
of saline to a tail vein. In vitro autoradiography was performed in these
and further mice; an overview of methods is shown in Table 1. A detailed
description of the procedure is provided in the supplemental materials.

Statistics

Group comparisons of VOI-based small-animal PET results be-
tween TG cohorts and WT mice were assessed by 1-way ANOVA and
the Tukey post hoc test for multiple comparisons using IBM SPSS
Statistics (version 22.0; SPSS). For correlation analyses, Pearson
coefficients of correlation (R) were calculated. A threshold of P less
than 0.05 was considered to be significant for rejection of the null
hypothesis. For the voxelwise group comparison of TG versus WT
mice, 2-sample 7 tests were performed, with a significance threshold of
P less than 0.001, uncorrected for multiple comparisons.

RESULTS

Dynamic VOI-Based Analyses and Methodology

VOI-based analyses of the dynamic small-animal PET data
from P301S and C57BL/6 mice were performed to investigate
I8E-THKS117 kinetics in the brain in relation to the influence of

TABLE 1
Study Overview

Small-
Mean animal
Mouse Age weight + PET

Immunohistochemistry Autoradiography Autoradiography SUVR + SD load +

Mean small-
Mean small- Mean animal PET
animal PET ATS8 tau SUVR £ SD Mean AT8

for entorhinal/ tau load +

strain (mo) SD(g) scan(n) AT8 staining (n) ex vivo (n) in vitro (n) for brain stem  SD (%) amygdala SD (%)
P301S 5.5 283 +4.1 4 2 2 2 1.15 £ 0.04 10.4/11.2
8-11 26.1+5.8 7 i1 3 3 1.31 £ 0.05° 38.6 +20.0
WT 6-22 304+t48 25 2 5 5 1.17 £ 0.05 0
biGT 12 29.7+ 45 8 8 2 116 £ 0.04* 11.4+74
21 28.1+£55 8 8 2 117 £ 0.03* 143 %58
WT 6-22 304+48 25 2 5 5 1.01 £ 0.04 0

*P < 0.001; 2-sample t test.
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FIGURE 1. Definitions of VOIs projected on mouse brain MRl atlas (76)
in sagittal and coronal slices: cerebellar VOI (top row; 55 mm3; blue line),
oval-shaped brain stem VOI including central parts of pons and mid-
brain (middle row; 11 mm3; red line), and bilateral spheric entorhinal
cortex/amygdala (bottom row; 7 mm?® each; red line).

spillover from extracerebral structures and to define an optimal
time window for static small-animal PET recordings. Mean (£SD)
brain stem-to—cerebellum ratios in P301S mice aged 5.5 and
8-11 mo and for pooled WT mice aged 6-12 mo are shown in
Figure 2A. Extracerebral activities (cranium, Harderian glands)
in relation to whole-brain activity are shown in Figure 2B. The
time-activity curves suggest the attainment of equilibrium binding
in the brain by about 15 min after injection. Cranial uptake exceeded
brain activity at times after 25 min, and progressive uptake in Har-
derian glands gives rise to potential cerebral spill-in after 50 min.
These findings together suggested the use of an early static time
frame to avoid distortion of brain time-activity curves. Additionally,
attention was required for assessing 'SF-THKS5117 uptake in the
frontal brain because this region was potentially vulnerable to
spill-in from the Harderian glands, even at early time points.

There was a high correlation of BPyy, in all VOISs calculated for
the entire 90-min recordings with the SUVR (R = 0.85, P <
0.001) for the time frame 20-50 min after injection (Fig. 2C).
Test-retest analyses showed 20- to 50-min SUVRggt/cp1. values
in the entire study group to be robust for the brain stem target
region (R = 0.95, P < 0.001; Fig. 2D). The mean variability in
test-retest in that VOI was 1.2%, with a maximum variability of
2.5%.

VOI-Based Small-Animal PET Analyses

VOI-based analyses revealed significant SUVR differences in
the brain stem of aged P301S animals compared with pooled WT
mice (+11%; P < 0.001) (Fig. 3A; Table 1). In the younger
P301S mice examined at the age of 5.5 mo, the brain stem signal
was in the range of WT mice (1.18 % 0.04 vs. 1.16 = 0.05). There
was a significantly higher '8F-THKS5117 uptake in the entorhinal
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FIGURE 2. (A) Brain stem-to-cerebellum ratios as functions of time
after 18F-THK5117 administration in groups of 5.5- and 8- to 11-mo-old
TG P301S mice and pooled C57BL/6 WT mice (6-12 mo). Error bars are
SD. (B) Tissue-to-cerebellum ratios as functions of time after '8F-
THK5117 administration as assessed in 4 mice with C57BL/6 back-
ground demonstrating substantial cranial uptake. (C) Correlation of
18F-THK5117 BPpp assessed from 90-min dynamic small-animal PET
recordings with SUVR results (brain stem/cerebellum) from 20- to
50-min static frame, estimated from brain stem VOI in all TG and WT mice.
Dotted line is line of identity (BPnp = SUVR-1). (D) Test-retest correlation of
brain stem-to-cerebellum SUVR in static 20- to 50-min frame.

cortex/amygdala VOI from biGT mice at age 12 (+14.9%; P <
0.001) and 21 mo (+15.2%; P < 0.001) compared with pooled
WT mice (Fig. 3B; Table 1).

Voxelwise Analyses

Voxelwise group contrasts between TG and WT animals are
shown in Figure 4. From this exploratory approach, we could
discern significant differences in 'SF-THKS117 uptake between
P301S and pooled WT mice in a brain stem cluster (3,105 voxels;
P < 0.01). The largest uptake differences in biGT versus pooled
WT SUVR were found in a cluster comprising the entorhinal and
piriform cortices as well as in the amygdalo-hippocampal forma-
tion and the lateral hypothalamus at age 12 (109,366 voxels; P <
0.001) and 21 (138,786 voxels; P < 0.001) mo. Smaller clusters
for both biGT groups were also observed in the parietal and frontal
neocortex (12 mo, 6,204 voxels, P < 0.001; 21 mo, 6,605 voxels,
P < 0.001), whereas an additional cluster spreading along the
piriform and orbitofrontal cortices and into the basal forebrain
(17,630 voxels; P < 0.001) was distinctly apparent in aged biGT
mice.

hictarh 1 Valid

Immur

P301S mice revealed AT8-positive tau deposition predomi-
nantly in the brain stem, and penetrating into the cerebellar
peduncles, lesser amounts in the forebrain, and complete absence
in the cerebellar hemispheres. In the 2 mice examined at the age
of 5.5 mo, the brain stem tau loads were 10% and 11%, whereas in
8- to 11-mo-old P301S mice, the mean brain stem tau load was
39% * 20% (n = 7; range, 15%—65%). Small-animal PET results
correlated highly with the immunohistochemical quantitation of
tau deposits in the brain stem (R = 0.8; P < 0.001; Fig. 5A). A
cluster of significant correlation was found in the central part of
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FIGURE 3. Mean parametric SUVR images in sagittal and coronal
planes of '8F-THK5117 uptake for aged P301S and WT controls (A)
and likewise for young and old biGT and WT controls (B) projected on
MRI mouse atlas (gray scale).

the brain stem (4,078 voxels; P < 0.05; Fig. SA), whereas the
patterns of z score maps deriving from single-mouse SPM were
consistently congruent with the pattern of ATS8 staining (Fig. SA).

biGT mice showed a distinct regional distribution of ATS8-
positive tau deposits, with highest amounts in the entorhinal/
piriform cortex and the adjacent amygdala, followed by the
hippocampal formation, and with lesser amounts in the basal
forebrain. One of 8 mice aged 12 mo was tau-negative, with a
mean entorhinal/amygdala tau load of 11.4% * 7.4% (range,
0.0%-19.4%). All biGT mice aged 21 mo had tau deposits, with
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FIGURE 4. Mean voxelwise z score maps in sagittal and coronal
planes of ®F-THK5117 binding for groups of aged P301S vs. pooled
WT mice (A) and likewise for young and old biGT mice vs. pooled WT
mice (B). Results of 2-sample t test are expressed as z score maps
projected on MRI mouse atlas (gray scale).
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FIGURE 5. Validation of '®F-THK5117 small-animal PET results by
immunohistochemical AT8 staining in vitro for P301S (A) and biGT (B)
mice. Top row shows correlation plots of tau load (%) in corresponding
AT8-stained areas with '®F-THK5117 SUVR. Middle row depicts linear
regression by SPM (uncorrected for multiple comparisons, k > 20 vox-
els) between tau load (%) and small-animal PET SUVR images projected
on MRI mouse atlas. Bottom row illustrates AT8-stained sections from
single mice along with their individual SPM-derived z score maps (pro-
jected on MRI mouse atlas).

a group mean tau load in the inferior temporal region of 14.3% *
5.8% (range, 8.5%-23.8%; not significant vs. TG 12 mo). Small-
animal PET results correlated highly with the immunohistochem-
ical findings in the entorhinal/amygdala VOI (R = 0.7; P < 0.001;
Fig. 5B). The 2 measures correlated significantly in bilateral clus-
ters centered on the amygdala (49,788 voxels; P < 0.01; Fig. 5B),
whereas the z score maps from single-mouse SPM were also con-
gruent with the AT8 staining pattern (Fig. 5B).

Autoradiography and Blocking Experiments

Representative autoradiographic findings ex vivo and in vitro in
P301S and CS7BL/6 animals are illustrated along with corre-
sponding small-animal PET binding ratio images in Figures 6A and
6B. In biGT mice, complete blocking of saturable radioligand bind-
ing was achieved by the addition of cold radioligand (Fig. 6C).

DISCUSSION

We present the first, to our knowledge, small-animal PET study
with an '8F-labeled radiotracer for hyperphosphorylated tau in
large groups of 2 distinct TG mouse models and in WT littermates.
Small-animal PET imaging with 'SF-THKS5117 affords sensitive
discrimination of tau pathology between both TG strains and WT
animals, despite the several challenges presented by limited spatial
resolution relative to the scale of target structures, low specific
signal, and the inherent interanimal variability of tau deposition.
Indeed, considerable stability of our small-animal PET procedure
for in vivo quantitation of hyperphosphorylated tau burden was
proven in test-retest studies, and small-animal PET gave results
concurring closely with immunohistochemical findings and auto-
radiography. The detection of tauopathy, which is generally hampered
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FIGURE 6. (A) Corresponding sagittal planes for autoradiography ex
vivo (50 min after injection), autoradiography in vitro, and small-animal
PET (SUVRcgL 20-50 min after injection) from individual 12-mo-old
C57BL/6 mouse expressing low '8F-THK5117 uptake in brain stem
(red arrows). (B) Corresponding sagittal planes for autoradiography ex
vivo (50 min after injection), autoradiography in vitro, and small-animal
PET (SUVRcg,; 20-50 min after injection) from 11-mo-old P301S mouse
characterized by elevated '8F-THK5117 uptake in brain stem (red ar-
rows). (C) AT8 staining in tau-rich entorhinal, postpiriform, and amygda-
loidal cortex of biGT mouse aged 21 mo (coronal plane), along with
corresponding in vitro autoradiography of ®F-THK5117 binding without
(middle) and with blocking (right) by excess nonradioactive THK5117.

by high unspecific background binding of the tracer, was enhanced
by voxelwise SPM approaches.

Reference Region and Scan Window

The configuration of a suitable reference tissue region for the
analysis of small-animal PET brain imaging of the rodent brain is
critical. The reference region must be devoid of the targeted
binding site or pathology and should provide robust reference
values for semiquantitative analyses of the tau pathology (/4). Our
present immunohistochemical analysis showed some tau deposi-
tion in the cerebellar peduncles of aged P301S mice. Therefore,
we were obliged to edit the cerebellum template so as to avoid this
source of specific binding signal, which might otherwise have
biased the estimation of BPyy, in VOIs (/8).

Dynamic small-animal PET shows that 'SF-THKS5117 rapidly
attains a plateau concentration in living mouse brain, whereas
radioactivity continues to accumulate in certain extracerebral
regions during prolonged small-animal PET scans. Radioactivity
in the cranium, which reflects defluorination of the tracer, in-
creases linearly with time, exceeding the global cerebral mean
uptake at times after 30 min after injection. However, intense
bone uptake was present only in 4 animals and was most prom-
inent in foci within the frontal bone; as we have noted earlier
in mouse small-animal PET with the dopamine receptor tracer
I8F-desmethoxyfallypride (/9), we do not expect substantial
brain spill-in arising from bone for 'SF-THK5117 scans lasting
less than 60 min. However, the linear uptake in the Harderian
glands soon becomes substantial and could well contaminate
brain signal during late acquisition frames, especially for the
nearby frontal cortex. This possibility was minimized through
our use of early acquisition frames. In any case, we find that
binding ratios attain a stable equilibrium in only 10 min. Binding

796

ratios from the 20- to 50-min static frame correlated well with
BPyp values from full dynamic recordings lasting 90 min. Thus,
this early time window serves admirably as a convenient surrogate
of the more physiologically defined BPyy,. Furthermore, with brief
scans, the duration of anesthesia is minimized without compro-
mising the sensitivity of the endpoint measure.

Background/Low Binding

Although SUVRs in target regions are significantly higher in
P301S and biGT mice than in their controls, the magnitude of
the ratios is low, even in regions with demonstrably high tau
deposition. Two factors should be considered in this regard. First,
the '"8F-THK5117 background binding, especially in regions with
abundant white matter (i.e., the brain stem), is relatively high and
consequently hampers the detection of specific binding signal,
even in those regions with high tau deposition. This limitation
of 'SF-THK5117 small-animal PET is made clear by comparing
unspecific binding in WT mice and the increment in tau-positive
animals, which seldom exceeds 20%, despite heavy tau load in
target regions. Thus, for example, increments are relatively low
in the high-background brain stem target region of aged P301S
animals (1.17 SUVR background in WT; 11% difference in TG
mice with 38% tau load). Quantitation is more favored in the low-
background entorhinal cortex/amygdala target region of biGT
mice (1.01 SUVR background in WT; 15% difference in TG with
14% tau load). We do note that an earlier investigation with '8F-
THKS23 in rTG4510 mice (20) found a 48% higher global brain
uptake when compared with WT (27). We cannot fully account
for this discrepancy but suppose that different methodologic ap-
proaches and strain-dependent tracer kinetics may be relevant
factors.

A second factor in our relatively low target-binding ratios might
be related to the imperfect concordance of 'F-THK5117 binding
to the prevailing conformation of the tau deposits in frontotempo-
ral dementia mice (22). Although the exact binding site of radio-
tracers to tau fibrils remains to be identified, the paired helical
filaments described in postmortem AD material are more effec-
tively targeted by 2-arylquinolines than is the tauopathy in fron-
totemporal dementia (23). Present data allow us to predict that
the higher signal in small-animal PET relative to the lower tau
deposition in biGT mice (in contrast to P301S) may be indicative
of a more AD-like phosphorylation induced by GSK3-f, resulting
in a fibrillar aggregation more similar to that observed in AD
brain (24). Nevertheless, the saturable 'SF-THKS5117 binding
in regions with high tau deposition in both mouse models
was blocked by cold tracer. We used AT8 immunohistochem-
istry to confirm staining of tau aggregates (25), which showed
colocalization with methoxy-X04 stained B-sheet structures
(Supplemental Fig. 2). Although aged P301S mice contain
mainly frontotemporal dementia-like half-twisted ribbons,
they also express AD-like paired helical filaments (26). It re-
mains a challenge to elucidate the affinities of 'SF-THKS117
for the tau conformations prevailing in different TG mouse
models; indeed, this should be a priority to be addressed in
future studies.

Voxelwise Approach

Tau depositions in P301S and biGT mice are not restricted to
foci but rather occur at multiple sites encompassing wide parts of
the cerebrum, as is likewise the case for tau distribution in human
AD pathology (27). Nonetheless, some differences in distribution
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are evident in the present TG mouse models. Thus, VOI-based
analyses of tau-rich regions in groups of TG mice are feasible
but may miss individual heterogeneities in tau pathology. In
this regard, voxelwise analyses present distinct advantages by in-
terrogating tau levels in each voxel of the mouse brain, without
prior assumptions of distribution patterns in individuals (Supple-
mental Fig. 1). Statistically defined voxel clusters of increased '$F-
THKS117 binding in our TG mouse groups matched the immunohis-
tochemical patterns, validating group comparisons by these methods
(Fig. 4). However, z score analyses in single mice proved fit for
monitoring tauopathy in brains of individual mice (Fig. 5). Voxelwise
comparisons present similar advantages for monitoring B-amyloid
deposition by small-animal PET (/0).

Suitability for In Vivo Therapy Monitoring

Despite the massive (60%) tau load in certain affected regions
of aged P301S mice, we found an SUVR of only 11% increase
by small-animal PET. As noted above, this discrepancy may be
related to conformational hindrance of ligand binding in vivo.
Moreover, P301S mice aged 8-11 mo are moribund and intol-
erant of narcosis compared with age-matched controls. Thus,
P301S mice may not present a favorable model for prospectively
monitoring antitau treatments by serial 'SF-THKS5117 small-animal
PET studies.

In contrast, biGT mice offer a longer life span, because their
motor function is much less affected by tau pathology, and they
manifestly tolerate narcosis and small-animal PET scans even at
the old age of 21 mo. We observed regional variability in the tau
deposition in entorhinal/amygdala and hippocampus regions
(Supplemental Fig. 1) but only a slight increase in tau binding
between 12 and 21 mo of age. As such, the biGT model may not
be ideally suited for longitudinal intervention studies. However,
as in our earlier experience with 3-amyloid mice, sensitive de-
tection of treatment effects should be enhanced by undertaking
individual baseline small-animal PET recordings, so as to ac-
commodate better the variability of the trajectories of pathol-
ogy; baseline scanning can also be used to assign individual
animals so as to obtain optimally matched subgroups, as pro-
posed in our earlier work (28). The P301S and biGT models
both showed a rather high detection threshold to small-animal
PET, corresponding to approximately 10% or more tau load
based on gold standard histopathologic examination. Although
tau load is thus difficult to quantify in young animals, the robust
detection by 'SF-THKS5117 small-animal PET in older mice
should afford the necessary sensitivity to support studies of
interventional therapy.

Issues dealing with the frontal hot spot, translational aspects,
and background of control animals can be found in the supple-
mental materials.

CONCLUSION

Preclinical in vivo imaging of tau pathology by mouse small-
animal PET is feasible and gives results strongly correlating with
immunohistopathologic and autoradiographic gold standard esti-
mates. The logistically convenient 20-50 min after injection ac-
quisition after intravenous 'SF-THKS5117 injection yields robust
and reproducible SUVRs and greatly minimizes the risk of cere-
bral spill-over from cranium and extracerebral sources. The rela-
tively low 'SF-THKS117 target-to-reference ratios in the mouse
brain need to be considered but can be compensated by voxelwise
SPM data analysis, which improves the sensitivity for detecting

ISE-THK5117 SMALL-ANIMAL PET IN TRANSGENIC MICE  ®

regional gradients in the tau pathology in single animals. In vivo
assessment of the characteristic interanimal heterogeneity in tau
accumulation may well enhance the statistical power of future
interventional studies with follow-up to individual baseline levels.
A matter still to be resolved is the impact of strain-specific con-
figurations of tau deposition on small-animal PET studies with
ISE-THKS5117.
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