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Einleitung
Kardiomyopathien, Herzinsuffizienz, und die koronare Herzerkrankung sind wichtige Krankheitsbilder

des kardiovaskularen Systems und stellen fiihrende Ursachen fiir die Morbiditat und Mortalitat in der
westlichen Gesellschaft dar .

Die Nuklearmedizin spielt eine wichtige Rolle in der kardialen Diagnostik und damit der Therapie von
Herzerkrankungen. Die Myokardszintigraphie ist eine nicht-invasive Untersuchungsmodalitat zur
Beurteilung von myokardialen Ischamien und der Vitalitdtsdiagnostik im Herzen. Dabei werden
radioaktive Tracer in die Blutbahn injiziert, die sich in den Herzmuskelzellen anreichern. Mithilfe von
speziellen Kameras werden Bilder des Herzens aufgenommen, um die Durchblutung sowie die Funktion
des Herzmuskels darzustellen 2. Nuklearmedizinische Techniken, wie die Gated-SPECT (Single Photon
Emission Computed Tomography) ermdoglichen die Beurteilung der Herzfunktion. Sie helfen dabei, die
kardiale Pumpfunktion und Wandbewegungsstorungen, wie auch beispielsweise Dyssynchronien der
Herzwande, zu diagnostizieren 3. Myokardszintigraphien werden zudem verwendet, um die
Durchblutung des Herzmuskels in Ruhe und unter Stress zu vergleichen. Dies kann helfen,
belastungsinduzierte Ischamien des Herzmuskels zu identifizieren. Die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) ist eine weitere nuklearmedizinische Bildgebungstechnik, welche nicht nur die
Durchblutung des Herzens beurteilt, sondern auch den Stoffwechsel des Herzmuskels und die
Verteilung von speziellen Radiopharmakons im Herzen darstellen kann.

Die nuklearmedizinische Diagnostik ist daher entscheidend fiir die Diagnose und die Therapie von
kardiovaskuldaren Erkrankungen und leistet einen bedeutenden Beitrag zu klinischen
Therapieentscheidungen. Fluordesoxyglukose (FDG) wird hauptsachlich in der nuklearmedizinischen
Bildgebung zur Untersuchung von Stoffwechselprozessen in Geweben verwendet, insbesondere in der
Positronen-Emissions-Tomographie (PET). In der kardialen Diagnostik spielt FDG eine wichtige Rolle bei
der Beurteilung verschiedener Herzkrankheiten. Ein FDG-PET kann bei der Diagnose und Bewertung
von entzlindlichen Herzerkrankungen wie der Myokarditis und der Sarkoidose genutzt werden. In
diesen Erkrankungen kommt es zu einer erhdhten Glukoseaufnahme im entziindeten Gewebe, die
mittels FDG-PET Bildgebung sichtbar werden. In der Bildgebung des Myokardinfarkts kann mittels FDG-
PET gezeigt werde, welche Bereiche des Herzmuskels hibernierend und welche irreversibel geschadigt
wurden 4 Das FDG-PET kann mit konventioneller Magnetresonanztomographie (MRT) oder
Computertomographie (CT) kombiniert werden, um zudem morphologische Charakteristika der Herzen
zu evaluieren. Uber das letzte Jahrzehnt nahm die Bedeutung der Nuklearmedizin in der préklinischen
Forschung, insbesondere in der Entwicklung und Bewertung neuer diagnostischer und therapeutischer
Ansatze zu. In der préklinischen Forschung werden Tiermodelle (z. B.: M&use oder Ratten) verwendet,
um die Wirkung von Medikamenten, Therapieansatzen und Krankheitsmechanismen zu studieren. Die
Bildgebung von Krankheitsmodellen ermdéglicht die in vivo Beobachtung und Kontrolle von

Krankheitsverlaufen sowie die Bewertung der Wirksamkeit neuer translationaler Therapieansatze.



Kardiale Positronen-Emissions-Tomographie in der praklinischen Forschung 4

Zudem konnen mit dieser Diagnostik neue Biomarker identifiziert werden, um die ablaufende
Umbauprozesse im Herzen nach einem Myokardinfarkt darzustellen. Besonders in vivo Tiermodelle
sind von groRer Bedeutung, da diese einen Transfer von humanen Krankheitsbildern in experimentelle
Modellsysteme ermdglichen. Damit kdnnen zugrundeliegende Mechanischen entschliisselt werden
und somit Verschlechterungen der Erkrankungen aufgehalten werden. In den letzten Jahrzehnten
wurden bedeutende Fortschritte in der Krankheitspravention, Diagnostik und Therapie von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen erzielt. Vor allem innovative Bildgebungsmodalitaten, wie die MRT oder PET,
tragen dazu bei, die Behandlung von Herz-Kreislauf-Patienten zu optimieren, indem sie genaue und
spezifische Bildgebungsmodalititen des Herzens bereitstellen. Dieser Fortschritt tragt zu einer
steigenden Uberlebensrate von Herz-Kreislauf-Patienten nach einem Myokardinfarkt bei °. Dennoch
steigt die Zahl der Folgebelastungen wie ischdmische Herzerkrankungen, Herzinsuffizienz und
Herzrhythmusstorungen ©. Ein zentrales Problem nach einem Myokardinfarkt ist der irreversible Verlust
von Kardiomyozyten. Dies flihrt zu einer ischamischen Kardiomyopathie mit verminderter Herzfunktion
und einer Dilatation des linken Ventrikels ’. Als Folge der akuten Verletzung passt sich das Herz durch
Umbauprozesse an den Verlust von Kardiomyozyten an, der die Summe aus ventrikuldrer Dilatation,
Kardiomyozytenhypertrophie und fibrotischer Narbenbildung darstellt 8°. Der Umbauprozess gliedert
sich in eine akute und eine chronische Phase °. Mit der Zunahme experimenteller Ansatze wie der
antikorpervermittelten Entziindungsmodulation bei Arteriosklerose besteht ein hoher Bedarf an
innovativen Methoden und Parametern zur Uberwachung der Wirksamkeit und Wirkung neuer
Therapien %12,

Das Ziel der vorliegenden Habilitationsschrift bestand darin, die praklinische longitudinale in vivo PET
Bildgebung im Kleintiermodell der Maus zu nutzen um neben funktionellen, metabolischen und
morpholoschen Parametern auch die in vivo Darstellung des Zelluntergang durch Apoptose darzulegen.
Hierzu sollte die kardiale 18F-FDG PET Bildgebung in mannlichen und weiblichen Tieren entlang ihres
Alterungsstadium longitudinal untersucht werden, um geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Herzbildgebung zu evaluieren. Im weiteren Schritt werden zwei operative praklinische Modelle der
Herzinfarktforschung mittels in vivo 18F-FDG PET Bildgebung, das Modell der permanenten und der
transienten Ligatur der left anterior descending (LAD) Arterie untersucht. Die Darstellung der kardialen
Apoptose im Infarktmodell erfolgte mittels 2-(5-Fluorpentyl)-2-methylmalonsaure (ML-10). Neben der
in vivo PET Bildgebung werden die beiden Tracer mittels multimodaler Analysen in den
unterschiedlichen Infarktmodellen auf longitudinale PET-Verlaufsparameter untersucht.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die entsprechenden Originalarbeiten, welche die Grundlage
dieser kumulativen Habilitationsschrift darstellen, inhaltlich dargestellt und im aktuellen

wissenschaftlichen Kontext eingeordnet.
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Wissenschaftliche Arbeiten

1.1 Longitudinales Monitoring von metabolischen und funktionellen Parametern
mittels 18F-FDG PET Bildgebung im frith- und mittleren erwachsenen Alter von

mannlichen und weiblichen Mausen

Comparison of metabolic and functional parameters using cardiac 18F-FDG-PET in early to mid-

adulthood male and female mice.

Fischer M, Zacherl MJ, Weinberger T, Weckbach L, Huber B, Schulz C, Massberg S, Bartenstein P,
Lehner S, Todica A.

EJNMMI Res. 2021 Jan 19;11(1):7.

doi: 10.1186/513550-021-00748-z

In vivo Tiermodelle sollen unser Verstandnis der unterliegenden Krankheitsprozesse erweitern und
somit translationale Ansatze fir neue Therapie fiir Patienten ermoglichen.

Die hierbei verwendeten Spezies beinhalten Mause, Ratten, Kaninchen und Schweine und sollen unser
Verstandnis der zugrundeliegenden Prozesse erweitern. Mausmodelle stellen die am haufigsten
verwendete Spezies dar, da diese verschiedene Vorteile aufweisen: eine kurze Reproduktionszeit,
einfache Tierhaltung und Logistik, sowie Kosteneffizienz. Jedoch werden die meisten kardialen
Krankheitsmodelle mit mannlichen Tieren durchgefiihrt 314, Trotzdem zeigen mehrere Studien
unterschiedliche Resultate in kardiovaskuldren Krankheitsmodellen aufgrund des Geschlechts an >,
Beispielsweise zeigen Mause, mit einer Defizienz des G-Protein-gekoppelten Rezeptors 30 (GPR30), ein
membrangebundener Ostrogenrezeptor, dass mannliche, aber nicht weibliche Maiuse eine
beeintrichtigte linksventrikulire Herzfunktion entwickeln 7. Die Uberexpression des kardialen
Natrium-Kalzium-Austauschers erhoht die Anfilligkeit fir einen Ischamie-Reperfusionsschaden bei
mannlichen, aber nicht bei weiblichen Mausen 8. In einem diabetischen Mausmodell wurde der
induzierte pathologische Herzumbauprozesse bei weiblichen Mausen friiher beobachtet als bei ihren
mannlichen Gegenstiicken *°.

In den genannten Veroffentlichungen werden auRerdem mehrere molekulare und funktionelle
Unterschiede im Herzen mannlicher und weiblicher Mduse dargelegt.

Mause werden in kardiovaskuldren Krankheitsmodellen zu verschiedenen Altersstadien verwendet.
Ublicherweise ab der achten Woche bis zur 18. Woche. Die EKG-getriggerte funktionelle PET-
Bildgebung mit 2-desoxy-2-[*8F]fluor-D-glucose (18F-FDG) erméglicht nicht nur die Beurteilung der
Herzfunktion (linksventrikulare Ejektionsfraktion (EF%)), sondern auch die Angabe der

linksventrikuldrer Volumenparameter (enddiastolisches Volumen (EDV), endsystolisches Volumen
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(ESV), und Schlagvolumen (SV)) 2°. Forscher fihren in-vivo-Studien entweder an einem Geschlecht
durch oder unterscheiden in Labortierstudien seltener zwischen den Geschlechtern. Abgesehen von
der Verwendung verschiedener Versuchsalter fiir Mduse besteht immer noch ein Mangel an Wissen
Uber den am besten geeigneten Zeitrahmen fiir die Durchfihrung von kardiovaskuldren
Krankheitsmodellen zur Vermeidung wachstumsabhéangiger systematischer Fehler.

Daher zielte diese Studie darauf ab, Stoffwechsel- und Herzfunktionsparameter mithilfe serieller
Mikro-PET-Messungen an alternden mannlichen und weiblichen Mausen zu bewerten, um Daten lber

kardiale Geschlechtsunterschiede in verschiedenen Altersstadien bereitzustellen.
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Abbildung 1.: Veranderungen des LVMV und des kardialen %IA/g bei alternden Mausen. (A) Reprasentative
kardiale PET Bilder fiir LVMV und %IA/g sind dargestellt. Das obere Feld zeigt die Anreicherung von 18F-FDG
im linken Ventrikel in der koronaren, horizontalen Langsachse und vertikalen Langsachse. Das untere Feld des
linken Ventrikels zeigt den volume of interest (VOI) mittels Voxel. (B) zeigt den LVMV und den kardialen %IA/g
fiir ménnliche (in blau) und weibliche Mause (in rot) im Alter von 10, 14 und 18 Wochen. Alle Gruppen n = 8.
Alle Daten stellen Mittelwerte + SD dar. * p = 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Es wurden serielle Mikro-PET-Scans zu verschiedenen Zeitpunkten im Alter von 10 Wochen, 14 Wochen
und 18 Wochen durchgefiihrt, um altersabhangige Veranderungen im Herzen zu bewerten. Das left
ventricular metabolic volume (LVMV), dient als Ersatzmarker fir die Herzmuskelmasse (Abbildung 1A).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei madnnlichen Mausen ein altersabhangiger Anstieg des
LVMV und ein paralleler Anstieg des ESV bei stabilem SV zu verzeichnen waren, was darauf hindeutet,
dass das mannliche Mausherz nach einem Alter von zehn Wochen ein anhaltendes Herzwachstum
aufzeigt. Im Vergleich zu weiblichen Mausen war das LVMV bei mannlichen Mausen im Alter von 14
und 18 Wochen signifikant hoher (14 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p = 0,012, 18 Wochen alt:
mannlich vs. weiblich, p = 0,003, Abbildung 1B). Obwohl es bei mannlichen Mausen im Laufe der Zeit

eine Tendenz zu einem niedrigeren %IA/g gab, konnte zu den drei Zeitpunkten kein signifikanter
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Abbildung 2.: Beurteilung klinisch relevanter Herzfunktionsparameter mittels dreidimensionaler PET-
Bildgebung. Vergleich der Herz-PET-Parameter mannlicher und weiblicher Mause in verschiedenen
Stadien der Nachuntersuchung. Die Daten mannlicher Mause sind blau dargestellt, die Daten weiblicher
Mause rot. Alle Gruppen n = 7-8. Die Daten stellen den Mittelwert + SD dar. * p < 0,05, ** p < 0,01, ***
p < 0,001.



Kardiale Positronen-Emissions-Tomographie in der praklinischen Forschung 8

Unterschied zwischen den Geschlechtern beobachtet werden (10 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p
= 0,839, 14 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p = 0,969, 18 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p =
0,098 Abbildung 1B rechts). Das EDV zeigte im Zeitverlauf keine geschlechtsspezifischen Unterschiede
auf (10 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p = 0,935, 14 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p = 0,754,
18 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p = 0,935, Abbildung 2). Im Alter von 18 Wochen gab es bei
mannlichen Mausen im Vergleich zu weiblichen Mausen einen signifikant héheren ESV (18 Wochen alt:
mannlich vs. weiblich, p = 0,003, Abbildung 2). Dennoch konnte ein signifikanter Unterschied in der
EF% im Alter von 18 Wochen zwischen den Geschlechtern beobachtet werden. Im Gegensatz zu ihren
weiblichen Artgenossen zeigten mannliche Mause eine durchschnittlich um etwa 16 % verringerte EF
(18 Wochen alt: mannlich vs. weiblich, p = 0,012, Abbildung 2). Diese Ergebnisse deuten stark darauf
hin, dass das mannliche Herz ein weiteranhaltendes Wachstum aufweist, die sich in einem Anstieg des
LVMV, einem Anstieg des ESV und einem Rickgang des EF% zeigt. Im Gegensatz dazu haben die Herzen
weiblicher Mduse bereits im Alter von zehn Wochen einen stabilen Zustand erreicht. Wahrend der EKG-
getriggerten PET Aufnahme wurden EKG-Daten aufgezeichnet (Abbildung 3A). Infolgedessen zeigten
weibliche Mause eine stabile und deutlich hohere Herzfrequenz pro Minute als ihre mannlichen
Gegenstlicke (10 Wochen alt: weiblich: 490,4 + 28,9 vs. mannlich: 402,4 + 36,5, p < 0,001, Abbildung
3). Dartiber hinaus war dieser Unterschied nach der 8. Woche der Nachuntersuchung statistisch stabil
(18 Wochen alt: weiblich: 453,7 + 55,2 vs. mannlich: 396,8 + 35,2, p = 0,044, Abbildung 3).

Dariber hinaus zeigte die Herzfrequenz eine starke, signifikant positive Korrelation mit %IA/g (r=0,518,
p < 0,001, Abbildung 3). In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung zeigt der LVMV eine moderate,
aber signifikante negative Korrelation mit der Herzfrequenz (r = - 0,486, p < 0,001, Abbildung 3). Wir
konnten ferner eine statistisch signifikante Korrelation der dokumentierten Herzfrequenz mit dem

Korpergewicht feststellen konnten (r= - 0,549, p < 0,001).
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Abbildung 3.: EKG-Analyse bei beiden Geschlechtern. (A) zeigt die EKG-Aufnahme wahrend des PET-Scans.
Kleine schwarze Kreuze im QRS-Komplex zeigen den Zeitpunkt der Bildaufnahme an. (B) EKG-Beurteilung der
Herzfrequenz bei beiden Geschlechtern wahrend der PET-Scans. (C) Korrelation der Herzfrequenz mit

kardialem LVMV bzw. %IA/g. Alle Gruppen n =

7-8 zu unterschiedlichen Zeitpunkten und kumulative

GruppengroRe in Korrelationen n = 45. Alle Daten stellen Mittelwerte + SD dar. * p < 0,05, ** p< 0,01, *** p

In dieser Studie liefern wir Belege fiir altersabhidngige geschlechtsspezifische Unterschiede in

Mauseherzen in der Kleintier-PET-Bildgebung. Durch die primare Beurteilung des linksventrikularen

Stoffwechselvolumens verwendeten wir eine standardisierte Methode, die eine effiziente und



Kardiale Positronen-Emissions-Tomographie in der praklinischen Forschung 10

nachgewiesene Korrelation fuir einen Ersatzmarker der murinen Herzmasse liefert 2. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass mannliche Herzen im Vergleich zu weiblichen Herzen gréBer sind und dass das Wachstum
mannlicher Herzen nach einem Alter von zehn Wochen anhélt. Hier zeigen wir, dass das LVMV des
weiblichen Herzens nur geringfligig und statistisch nicht signifikant ansteigt. Unsere Ergebnisse
spiegeln menschliche Daten wider, wonach die Herzmasse von Mannern um bis zu 15 — 30 % hoher ist
22 Es ist jedoch bekannt, dass mannliche und weibliche Herzen im Laufe des Alterns eine Hypertrophie
aufweisen °. Es ist logisch, dass unsere Studie nur das friihe bis mittlere Erwachsenenalter von Mausen
dokumentierte. Was die klinisch relevanten Herzparameter betrifft, so steigt der ESV bei Mannern mit
der Zeit an. Der SV bleibt stabil, was mit der Beobachtung tbereinstimmt, dass die mannlichen Herzen
sich im Verlauf vergroBern °. Wahrend das LVMV weiblicher Herzen in diesen Altersstadien nicht
ansteigt, nimmt deren Korpermasse mit der Zeit zu. Sie kdnnten auf eine groRBere ESV-Reserve
angewiesen sein und daher die Ejektionsfraktion fiir eine angemessene Organperfusion steigen. Der
%IA/g, in friiheren Veroffentlichungen auch als %ID/g beschrieben, stellt das Verhaltnis zwischen der
Aktivitdt des im Gewebe nachgewiesenen Tracers und der gesamten injizierten Traceraktivitat dar 232>,
Interessanterweise nimmt der %IA/g bei mannlichen Mausen im Laufe der Nachbeobachtungszeit
tendenziell ab. Im Gegensatz dazu bleibt der kardiale %IA/g bei den weiblichen M&usen stabil, was
teilweise auf den moderaten Anstieg des Kérpergewichts und die konstante Herzmasse zurickzufiihren
sein kdnnte. Interessanterweise zeigen unsere Daten auf eine positive Korrelation zwischen %IA/g und
der gemessenen Herzfrequenz hin, was einen héheren kardialen Bedarf an Glukose bei héheren
Herzfrequenzen verdeutlichen kdnnte. Allerdings kdnnte der %IA/g von mehreren unterschiedlichen
und noch unbestimmten Variablen abhdngen, die eine direkte Zugehorigkeit verschleiern. Aktuellen
Studien konnten zeigen, dass der kardiale %IA/g bei Myokardinfarkten in der akuten Phase am flinften
Tag beim Menschen erhoht ist [25]. Diese Anreicherung kénnte mit der Entziindungsreaktion und dem
Eindringen von Immunzellen und dem daraus resultierenden héheren Glukoseverbrauch im Gewebe
zusammenhangen [11,14]. Hier konnten wir zeigen, dass die Aufnahme von 18F-FDG auch positiv mit
der Herzfrequenz der Maus korreliert. Unsere Ergebnisse stiitzen die Annahme, dass eine zunehmende
Herzmasse bei gesunden Herzen mit einer verringerten Herzfrequenz korreliert. Diese Studie liefert
Einblicke in die Herzhomoostase im Alter von 10 Wochen, 14 Wochen und 18 Wochen bei mannlichen
und weiblichen Mausen unter Verwendung des innovativen Designs der seriellen nicht-invasiven PET-
Bildgebung. Unsere Ergebnisse helfen Forschungsgruppen dabei, das richtige Alter fiir ihr
Mausverletzungsmodell bei beiden Geschlechtern zu bestimmen und wachstumsbedingte

systematische Fehler zu vermeiden.
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1.2 Kardiale 18F-FDG Positronen-Emissions-Tomographie: Ein prazises Werkzeug
zur in vivo Verlaufskontrolle von metabolischen und funktionellen

Verdanderungen im murinen Herzinfarkt

Cardiac 18F-FDG Positron Emission Tomography: An Accurate Tool to Monitor In vivo Metabolic and

Functional Alterations in Murine Myocardial Infarction.

Fischer M, Zacherl MJ, Weckbach L, Paintmayer L, Weinberger T, Stark K, Massberg S, Bartenstein P,
Lehner S, Schulz C, Todica A.

Front Cardiovasc Med. 2021 May 25;8:656742.

doi: 10.3389/fcvm.2021.656742

Koronare Herzkrankheit (KHK) und Myokardinfarkt (Ml) sind Hauptursachen fir eine hohe Morbiditat
und Mortalitat in der westlichen Gesellschaft 2627,

Mehrere Radionuklid-Tracer wurden bereits evaluiert und liefern Einblicke in die Beurteilung von
Myokardinfarkten bei Mausen. Radionuklid-Tracer in Myokardinfarkten im Rattenmodell, wie 18F-
BMS747158-02-PET erwiesen sich als nitzlich fir die Schatzung der PET-DefektgroBe und des
linksventrikuldren systolischen und diastolischen Volumens, was eine vielversprechende Technik fiir die
Bewertung von Ml in klinischen Studien darstellen konnte 28. Allerdings werden neuartige intrazellulare
Zielproteine oder RNA hauptsachlich in transgenen und Knockout-Mausmodellen untersucht und die
Kombination mehrerer Bildgebungsmodalitaten ist kosten- und zeitaufwandig. Um die verschiedenen
Kombinationen von PET, Magnetresonanztomographie (MRT) und Computertomographie (CT) fur die
Kleintierbildgebung zu Uberbriicken zielte diese Studie darauf ab, gleichzeitig robuste metabolische
und funktionelle Herzparameter in der seriellen 18F-FDG-PET-Bildgebung von Mausen nach Ml zu
bestimmen, und somit kardiale Umbauprozesse exakt zu lberwachen. Um den Zusammenhang
zwischen PET-Scan und histologischer Beurteilung nach MI zu untersuchen, analysierten wir das
etablierte Tiermodell der permanenten LAD-Ligation am 3. und 30. Tag nach der Operation. Beim M-

Modell, einem experimentellen Herzverletzungsmodell des linken Ventrikels, kommt es zum Verlust
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von vitalem Gewebe und l6st damit einen Umbau im Herzen aus (kardiale Remodelling). Zur
histologischen Infarktbeurteilung wurden Herzschnitte am 3. und 30. Tag nach der Operation gefarbt
und mikroskopisch ausgewertet (Abbildung 4A). Mit dem Kleintier-PET-Scanner untersuchten wir das
Infarktgebiet anhand der verminderten Aufnahme von 18F-FDG im linken Ventrikel in einer
dreidimensionalen Auswertung (Abbildung 4B).

A B

anterior anterior
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inferior = inferior
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G 22
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Abbildung 4.: Histologische und PET-Bildgebung eines murinen Myokardinfarkts.

(A) Histologischer Schnitt des Herzens 30 Tage nach der LAD-Ligation. HE-Farbung (links) und Massons
Trichrom-Farbung (rechts). Sterne und Pfeile zeigen den Bereich des Infarktareals in der Wand des linken
Ventrikels (LV) (blau) an. Rechter Ventrikel (RV). Der Balken entspricht 100 bzw. 50 um. (B) Reprasentatives
Bull-Eye-Bild des linken Ventrikels eines gesunden (oberes Bild) und eines infarzierten linken Ventrikels
(unteres Bild), das den Defekt des Infarkts zeigt. Farbskala von QPS: Cool und im Prozentbereich.

Bemerkenswert ist, dass die kumulativen und Subgruppenkorrelationen des histologischen und PET-
Infarktbereichs hinsichtlich der statistischen Korrelation hochsignifikant sind. Die kumulative
Korrelation umfasst die Auswertung am Tag 3 und Tag 30 nach dem Infarkt der Mause sowie die
entsprechenden Bland-Altman-Diagramme (r = 0,856, p < 0,001, Abbildung 5A). Es gibt auch eine starke
Korrelation zwischen den beiden Methoden am friihen Tag 3 nach der Operation (r=0,787, p < 0,001,
Abbildung 5B). Ahnliche Ergebnisse wurden am 30. Tag erhalten (r = 0,923, p = 0,008, Abbildung 5C).
Diese Daten legen nahe, dass PET-Messungen zur Beurteilung des Herzinfarktbereichs ein valides
Instrument fiir die friihe Schadigung und die spatere Beurteilung der Umbauprozesse am 30. Tag nach

dem Herzinfarkt sind.
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Abbildung 5.: Diagramme der Korrelation zwischen histologischen und PET-Infarktbereichen.
(A) Kumulative Korrelationen zwischen histologischem und PET-Infarktbereich (in %). Zugehériges Bland-Altman-
Diagramm auf der rechten Seite. Gepunktete Linien zeigen die Grenzen der Ubereinstimmung (LoA). Gestrichelte
Linien zeigen den systematischen Fehler an. (B) Korrelationen zwischen histologischer und PET-Infarktflache (in
%) am Tag 3 nach dem MI. Zugehoriges Bland-Altman-Diagramm auf der rechten Seite. (C) Korrelationen
zwischen histologischer und PET-Infarktflache (in %) am Tag 30 nach dem MI. Zugehériges Bland-Altman-
Diagramm auf der rechten Seite.
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Als nachstes untersuchten wir, ob metabolische Verdanderungen bei der 18F-FDG-Aufnahme in den
infarzierten Herzen beobachtet werden konnten. Der LVMV und der kardiale %ID/g wurden bei den 10
Wochen alten Mausen zu Studienbeginn und an den postoperativen (pOP) Tagen 3, 14 und 30
berechnet. Wie zu erwarten war, konnte 3 Tage nach der Operation ein signifikanter Abfall des LVMV
beobachtet werden (Baseline vs. Ml d3, p = 0,003, Abbildung 6A). Dieser Riickgang des LVMV ist nach
14 Tagen regressiv (Ml d3 vs. Ml d14, p < 0,001). Dariber hinaus stieg der LVMV im Vergleich zum
Ausgangswert und 3 Tage nach dem Infarkt bereits nach 30 Tagen signifikant an (Baseline vs. M1 d30, p
=0,003; Ml d3 vs. M1 d30, p < 0,001). Beztiglich des kardialen %ID/g bei den 10 Wochen alten Mausen,
einem Parameter, der dem Verhaltnis zwischen der Aktivitat des im Herzgewebe nachgewiesenen
Tracers und der gesamten injizierten Traceraktivitdt darstellt, beobachteten wir einen signifikanten
Anstieg der frihen Myokardinfarkt am Tag 3 (Baseline vs. Ml d3, p < 0,001, Abbildung 3B), wahrend
sich diese erhohte kardiale Aufnahme von 18F-FDG am Tag 14 normalisiert (Ml d3 vs. M1 d14, p = 0,009;
Ml d3 vs. M1 d30, p =0,01).
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Abbildung 6.: Veranderungen des LVMV und des kardialen %ID/g beim Myokardinfarkt.

(A) zeigt den LVMV und (B) den kardialen %ID/g zu Studienbeginn (Baseline), 3, 14 und 30 Tage nach dem
Myokardinfarkt (pOP). Alle Gruppen: n = 4-16. Alle Daten stellen Mittelwerte + SD dar. * p = 0,05, ** p < 0,01,
*¥% 5 < 0,001.

Um den Einfluss des Ml auf die Herzfunktion und Volumina in vivo zu bestimmen, wurden die EKG-
getriggerte 3D-PET Aufnahmen 3 und 30 Tage nach dem Infarkt verwendet und mit gesunden
Wurfgeschwistern gleichen Alters verglichen, um die Tendenz des altersbedingten Herzwachstums
vernachldassigen zu konnen. Abbildung 7A zeigt ein reprdsentatives dreidimensionales EDV zu
Studienbeginn und 30 Tage nach dem Infarkt. Bezliglich des EDV in gesunden Herzen konnte bei den
altersentsprechenden Kontrollen kein Unterschied zwischen dem Ausgangswert und 30 Tagen
festgestellt werden (Baseline vs. Kontrolle d30, p = 0,875, Abbildung 7B). Im Gegensatz dazu zeigten

die infarzierten Herzen 30 Tage nach der Operation signifikant hohere EDVs als die Ausgangswerte und
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die altersentsprechenden gesunden Herzen (Baseline vs. Ml d30, p < 0,001; Kontrolle d30 vs. Ml d30,
p < 0,001). Ahnliche Ergebnisse wurden fiir das ESV in den infarzierten Herzen wihrend der Zeit
(Baseline vs. M1 d30, p < 0,001) und gegenliiber den altersentsprechenden Kontrollen (Kontrolle d30 vs.
Ml d30, p < 0,001) erhalten. Im Gegensatz dazu unterschieden sich die gesunden,
altersentsprechenden Méuse nicht vom Ausgangswert (Baseline vs. Kontrolle d30, p =0,131, Abbildung
7B). Wir konnten keine Veranderung des SV am 3. oder 30. Tag nach dem Infarkt feststellen (Baseline
vs. Ml d3, p = 0,093; Baseline vs. M1 d30, p = 0,472, Abbildung 7B). Insgesamt veranderte sich der SV
weder bei den infarzierten noch bei gesunden Mausen gleichen Alters im Vergleich zum Ausgangswert
(Baseline vs. Kontrolle d30, p = 0,49). Bemerkenswert ist, dass ein signifikanter Abfall der EF 3 Tage lang

zwischen dem Infarkt und den gleichaltrigen Kontrollen festgestellt werden konnte (M1 d3 vs. Kontrolle
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d3, p < 0,001, Abbildung 7B), dieser Riickgang blieb auch 30 Tage nach der Operation bestehen (M1 d30
vs. Kontrolle d30, p = 0,013).

Die Herzfunktionsparameter wurden auch in der 18 Wochen alten Versuchsgruppe zu Studienbeginn
und am 3. Tag aufgezeichnet. Zusammenfassend zeigen diese Daten die pathologischen Verdnderungen
der Herzfunktionsparameter im Laufe der Zeit im Vergleich zu gesunden Wurfgeschwistern gleichen
Alters.

Diese Studie liefert zahlreiche Daten dafir, dass die Verwendung von PET-Bildgebung bei Kleintieren
valide und geeignet ist, um Herzinfarkte in frithen und spateren Stadien zu Glberwachen, da eine valide
Korrelation flir den histologischen Infarktbereich herrscht und klinisch  signifikante
Herzfunktionsparameter in vivo beurteilt werden. Die histologische Beurteilung ist trotz einiger

Nachteile immer noch der Goldstandard fir die Beurteilung der InfarktgréRe 2°. Allerdings sind
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Abbildung 7.: Bewertung der Herzfunktion nach einer Myokardverletzung im Vergleich zu gleichaltrigen
Wurfgeschwistern.

(A) zeigt die dreidimensionale Rekonstruktion des linksventrikuldaren EDV in der ROA-Ansicht. Oberes Bild: EDV
zu Studienbeginn und unteres Bild 30 Tage nach der LAD-Ligation. (B) Vergleich der kardialen PET-Parameter zu
Studienbeginn, 3 und 30 Tage nach dem MI. Daten von gesunden, altersentsprechenden Wurfgeschwistern sind
grin dargestellt, Infarktmé&use sind rot dargestellt. Alle Gruppen: n = 6-16. Die Daten stellen den Mittelwert + SD
dar. * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001.
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histologische Ansatze fir Serienversuche mit demselben Tier nicht sinnvoll, da die Tiere euthanisiert
werden missen. Der Vorteil der PET-Infarktbeurteilung ist der dreidimensionale Ansatz, der eine
Quantifizierung des Ventrikelvolumens und eine serielle nicht-invasive Herzbeurteilung ermdglicht.
Wahrend das manuelle oder halbautomatische Zeichnen der Endokardkonturen zeitaufwandig ist,
konnte eine automatisierte softwarebasierte Auswertung durch QPS/QGS® (Cedars-Sinai, Los Angeles,
CA, USA) den Prozess vereinfachen.

Das Stoffwechselvolumen ist bereits ein geschatztes Prognoseinstrument in der Krebsdiagnostik und -
therapie 3031, Die vorherige Veréffentlichung zeigte, dass das LVMV ein Ersatzmarker fir die Herzmasse
wihrend einer linksventrikuldren Hypertrophie durch Druckiberlastung ist 2. Friihere Arbeiten zeigten
eine Abhangigkeit vom Herzwachstum bei M&dusen im friihen bis mittleren Erwachsenenalter 32, Unsere
Infarktexperimente zeigen, dass der LVMV am dritten Tag nach der Operation aufgrund des Verlusts
lebensfahigen Gewebes friih abfallt und im darauffolgenden Monat ansteigt, wahrscheinlich durch den
kompensatorischen Umbau des Herzens und die hypertrophe Reaktion 2.

Gemeinsam zeigten wir, dass die nuklearmedizinischen Marker LVMV und %ID/g des Herzens als
mogliche Parameter zur Beurteilung der akuten Myokardschadigung dienen kénnen. Das LVMV bietet
insbesondere die Maoglichkeit, die Masse des linken Ventrikels durch Quantifizierung der
metabolischen 18F-FDG-Aufnahme zu erfassen. Daher erfordern diese neuen Parameter weitere
Untersuchungen, beispielsweise in einem kardialen Ischdmie-Reperfusions-Modell. Unsere Ergebnisse
stitzen die Annahme, dass die 18F-FDG-PET-Bildgebung nitzlich und valide fir die Erkennung und
Bewertung von Infarktbereichen ist, ohne dass Mause in verschiedenen Phasen des Versuchsaufbaus

geopfert werden mussen.
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1.3 Erkennung von kardialer Apoptose mittels 18F-ML-10 Bildgebung im Modell der

permanenten LAD Ligatur

Detection of cardiac apoptosis by [18F]ML-10 in a mouse model of permanent LAD ligation.

Fischer M, Olivier J, Lindner S, Zacherl MJ, Massberg S, Bartenstein P, Ziegler S, Brendel M, Lehner S,
Boening G, Todica A.

Mol Imaging Biol. 2022 Mar 29.

doi: 10.1007/s11307-022-01718-0.

Apoptose und ihr intrazellulirer Mechanismus wurden bereits in zahlreichen Ubersichtsartikeln
beschrieben 333>, Intrinsische und extrinsische Signalkaskaden minden ist die ATP-abhingige und
enzymvermittelte Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin in Richtung der dufReren
Zellmembran 34 Die in-vivo Bildgebung der Apoptose kdnnte bei Myokardinfarkten einen
entscheidenden Fortschritt in der kardialen Diagnostik darstellen und neue Therapiestrategien
Uberwachen 3¢73°, Eine vielversprechendes kleines Molekdl ist 2-(5-Fluorpentyl)-2-methylmalonsiure
(ML-10) (206 Da), welches in apoptotischen Zellen, nicht aber in vitalen oder nekrotischen Zellen,
inkorporiert wird und dort akkumuliert wird und dadurch in der in-vivo Bildgebung diese verschiedenen
pathologischen Zustdnde unterscheidet °.

In dieser Studie werden durch kardiale PET-Bildgebung von 18F-ML-10 und 18F-FDG nach permanenter
Ligatur der left anterior descending artery (LAD) in Kombination mit der Histologie die Eigenschaften
von 18F-ML-10 beurteilt, um Apoptose im Mausherz zur quantifizieren. Um die Aufnahme von 18F-
ML-10 nach permanenter LAD-Ligation zu bestimmen, wurde die kardiale Akkumulation von 18F-ML-
10 im Verlauf von 2, 4, 6, 24 und 48 Stunden nach dem MI mittels Autoradiographie beurteilt. Der
experimentelle Zeitplan ist in Abbildung 8B dargestellt. Die Herzen wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten nach dem Myokardinfarkt entnommen und auf verschiedenen Ebenen geschnitten, um
apikale, mittventrikuldre und basisnahe Herzschnitte zu vergleichen. Nach permanenter LAD-Ligation
zeigten die apikalen und mittventrikuldren Abschnitte deutliche Infarkte (Abbildung 8C). Um die
Akkumulation von 18F-ML-10 durch Autoradiographie zu vergleichen, wurde das ,target-to-
background” Verhaltnis (TBR) verwendet. 18F-ML-10 sammelte sich frith mit dem Héhepunkt von 2 bis
4 Stunden an und nahm dann im Verlauf schrittweise ab (2 Stunden vs. 24 Stunden, p = 0,003, 2
Stunden vs. 48 Stunden, p < 0,001, Abbildung 8 D). Unsere Beobachtungen deuten darauf hin, dass sich

18F-ML-10 nach einem Myokardinfarkt im Herzen ansammelt und einen dynamischen Prozess aufzeigt.
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Abbildung 8.: Autoradiographie von 18F-ML-10 nach Ml

(A) Chemische Struktur von 18F-ML-10. (B) Schematisches Studiendesign zur Veranschaulichung der Induktion
eines Myokardinfarkts (MI) durch permanente LAD-Ligation, Injektion von 18F-ML-10 und 18F-FDG,
Autoradiographie, PET-Bildgebung und Histologie zu verschiedenen Zeitpunkten. (C) Autoradiographische
Auswertung der 18F-ML-10-Aufnahme nach Ml zu verschiedenen Zeitpunkten. Herzen sind in verschiedenen
Abschnitten dargestellt (Apex, mittventrikuldr, basisnahe). (D) Quantifizierung des target-to-background
Verhaltnisses (TBR) nach verschiedenen Zeitpunkten. N = 2-3. Die Daten stellen den Mittelwert £ SEM dar. * p <
0,05, ** p< 0,01, *** p <0,001.
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Wir haben aulferdem untersucht, ob dieser Apoptosemarker die Moglichkeit einer in-vivo

Uberwachung der apoptotischen Prozesse im Mauseherzen bietet.
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Abbildung 9.: 18F-FDG und 18F-ML-10 PET-Bildgebung nach MI.

(A) Repréasentatives 18F-FDG Bild zur Veranschaulichung des MI. Pfeile zeigen den Infarktbereich des linken
Ventrikels an. R rechts, L links, D dorsal, V ventral. Farbskala: Vulkan. (B) Reprdsentative Bilder von 18F-FDG
und 18F-ML-10 nach permanenter LAD-Ligation. Pfeile zeigen den Infarktbereich an, der durch verminderte
18F-FDG Aufnahme und 18F-ML-10 Aufnahme erkannt wurde. Farbskala: Ozean. (C) Quantifizierung der
injizierten Dosis pro Gramm 18F-ML-10 nach verschiedenen Zeitpunkten. N = 5-7. Die Daten stellen den
Mittelwert £ SEM dar. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Es wurden den Madusen 18F-ML-10 und 18F-FDG zur Identifizierung einer Herzverletzung injiziert. In
der 18F-FDG PET Bildgebung konnte der Infarktbereich identifiziert werden, der durch die fehlende
18F-FDG Aufnahme angezeigt wird (Abbildung 9A). Dariber hinaus wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten eine in-vivo 18F-ML-10 PET-Bildgebung durchgefiihrt und die beiden PET-
Bildgebungsmodalitaten kombiniert, um die 18F-ML-10 Aufnahme im Infarktbereich zu bewerten
(Abbildung 9 B). Bemerkenswert, wie zuvor in Ratten beschrieben %, reicherte sich 18F-ML-10 nach

einer Thorakotomie auch im Brustkorb und in der Lunge an. Hier konnten wir eine kinetische Abnahme
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mit einem Maximum der kardialen Aufnahme von 18F-ML-10 nach 2 Stunden und eine dynamische
Abnahme nach Ml feststellen (2h vs. 24 h, p = 0,016, 2h vs. 48h, p = 0,006, Abbildung 9 C).

Um die apoptotische Reaktion nach MI zu unterstreichen, fliihrten wir histologische Analysen des
Herzens durch (Abbildung 10 A). Bezogen auf das gesamte Herz konnten wir einen stetigen Anstieg des
Prozentsatzes TUNEL-positiver Zellen von 2 Stunden auf 6 Stunden feststellen (2h vs. 6h, p = 0,006, 2h
vs. 24h, p=0,01, 2h vs. 48h, p = 0,007, Abbildung 10 B).
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Abbildung 10.: Histologische Auswertung mittels TUNEL-Farbung nach Ml.

(A) TUNEL-Farbung des Herzens nach MI. Rechtsventrikulares Myokard (RVM), interventrikulares Septum (IVS),
linker Ventrikel LV, linksventrikuldres Myokard (LVM). Balken entspricht 500 um. (B) Quantifizierung TUNEL-
positiver Zellen im gesamten Herzen nach verschiedenen Zeitpunkten. N = 5-7. (C) Quantifizierung TUNEL-
positiver Zellen im Infarktbereich nach verschiedenen Zeitpunkten. N = 5-7. (D) Quantifizierung von TUNEL-
positiven Zellen im infarktfernen (remote) Gebiet nach verschiedenen Zeitpunkten. N = 5-7. Die Daten stellen
den Mittelwert £ SEM dar. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Wir konzentrierten uns auf den Infarktbereich und den herzfernen Bereich und beobachteten
erwartungsgemaR eine hohere Anzahl apoptotischer Zellen im Infarktbereich im Vergleich zum
entfernten Bereich, wo keine relevanten apoptotischen Zellen nachgewiesen werden konnten

(Abbildung 10 C und D).
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Diese Studie ist die erste, die die Machbarkeit des apoptotischen Markers 18F-ML-10 in einem
Mausmodell fir Myokardinfarkt aufzeigt. Mithilfe verschiedener Bildgebungsmodalitdten, z. B.
Autoradiographie, Kleintier-PET und Histologie mittels TUNEL-Farbung, untersuchten wir 18F-ML-10,
um Apoptose im Herzen zu darstellen. Zusatzlich zu den veroffentlichten Arbeiten unterstreichen
unsere Daten den dynamischen Prozess der Apoptose in den ersten 24 Stunden. Nach der LAD-Ligation
bei Mausen erreichte der Spitzenwert des TBR in der Herzautoradiographie nach 2 bis 4 Stunden seinen
Hohepunkt. Daher konnte ein friiher Zeitrahmen fir die Apoptose-Bildgebung nach einem
Myokardinfarkt ein vielversprechendes Fenster zur Quantifizierung des 18F-ML-10 Nachweises von
Apoptose darstellen. Die Kleintier 18F-FDG PET Bildgebung wurde verwendet, um den Defekt nach
einem Herzinfarkt zu lokalisieren %2, Unter Verwendung von (%ID/g)max wurde im
Beobachtungszeitrahmen nach dem Myokardinfarkt ein stetiger Riickgang von 18F-ML-10 festgestellt,
der mit dem Rickgang von TBR in der Autoradiographie (ibereinstimmt. Die Akkumulation von 18F-
ML-10 war jedoch nicht auf die Apoptose im Herzen beschrankt. Friihere Veroffentlichungen zum
Myokardinfarkt bei Ratten beobachteten auch die Ansammlung in der Brust nach Thorakotomie 4.
Daher sind die chirurgische LAD-Ligation, die oropharyngeale Intubation und die mechanische
Beatmung Einschrankungen des Mausinfarktmodells. Zusatzlich zur autoradiographischen Validierung
haben wir den Herzabschnitt mittels TUNEL-Farbung histologisch auf Apoptose untersucht, was nach
wie vor der wichtigste Ansatz zur Beurteilung der Apoptose im Herzen ist 3. Dabei konnten wir TUNEL-
positive Zellen im Infarktbereich nachweisen, was die Apoptose unterstreicht. Es wurde zuvor gezeigt,
dass die in-vitro Aufnahme von 18F-ML-10 von verschiedenen charakteristischen Merkmalen abhangt
(z. B.: intakte, depolarisierte, saure und Phosphatidylserin-exponierende Plasmamembran
apoptotischer Zellen #°), wahrend die TUNEL-Farbung eher spatere Stadien dieses Prozesses erkennt.
Zusammenfassend ist dies die erste Studie, die darauf hinweist, dass 18F-ML-10 ein Tracer fiur die
Bildgebung von Apoptose nach permanenter LAD-Ligation bei Mausen sein kann. Wir haben die
Akkumulation durch einen multimodalen Ansatz bestatigt, der Autoradiographie, In-vivo-PET-
Bildgebung bei Kleintieren und TUNEL-Farbung von Herzinfarkten umfasst. Unsere Ergebnisse stiitzen
die Annahme, dass 18F-ML-10 einen neuartigen Ansatz zur Quantifizierung der Apoptose nach einem
Myokardinfarkt bieten konnte. Weitere Untersuchungen, auch in GroRtiermodellen und z. B. dem
Ischamie-Reperfusionsmodell, kdnnten weitere Einblicke in die Machbarkeit und Dynamik von 18F-ML-

10 im Herzen liefern.
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1.4 Vergleich der transienten und permanenten LAD Ligatur im Mausmodell mittels

18F-FDG PET Bildgebung

Comparison of transient and permanent LAD ligation in mice using 18F-FDG PET imaging.

Fischer M, Weinberger T, Messerer D, Zacherl MJ, Schulz C, Massberg S, Bartenstein P, Lehner S,
Boening G, Todica A.

Ann Nucl Med. 2022 Mar 30.

doi: 10.1007/s12149-022-01734-8.

Die perkutane Koronarintervention (PCl), ein minimalinvasives Verfahren zur Rekanalisierung der
verschlossenen Koronararterie. Es ermoglicht die Reperfusion des ischamischen Herzgewebes und hat
das Langzeitergebnis von Patienten mit einem Myokardinfarkt deutlich verbessert 27. Um die Mortalitt
und Morbiditdt nach einer ischamischen Herzverletzung weiter zu senken, sind grundlegende
Tiermodelle unerlasslich, um die pathologischen Prozesse besser zu verstehen und neue Therapeutika
in die klinische Praxis zu Ubertragen. Heutzutage sind zwei chirurgische Myokardinfarktmodelle bei
Mausen etabliert 444>, Die dauerhafte Unterbindung der LAD &hnelt dem Verschluss einer
Koronararterie ohne rechtzeitige Reperfusion und stellt ein Modell fiir einen Myokardinfarkt (Ml) dar.
Die transiente Ligation der LAD (bertragt die Situation der friihen Rekanalisation eines verschlossenen
HerzkranzgefiRes in ein geeignetes Tiermodell (IR -Modell). Wahrend die Reperfusion das Uberleben
ischamischer Kardiomyozyten verbessert, flihrt sie auch zu einer klinisch relevanten
Reperfusionsschaden #°. In dieser Studie wurde die Mausherzen mittels 18F-FDG PET-Bildgebung an
den Tagen 6 und 30 nach der transienten oder permanenten LAD-Ligation untersucht. Eine permanente
LAD-Ligation fuhrt zu groReren Defekten als eine transiente Ligation (dargestellt in der polaren Bulls-
Eye Abbildung 11A, Histologie Abbildung 11 B und Abbildung 11C, IR d6 vs. Ml d6, p <0,001). Die
transiente LAD-Ligation fuhrt aufgrund der wiederhergestellten Durchblutung des Infarktbereichs zu
einem kleineren Defekt im linken Ventrikel. Der Defekt zwischen den beiden chirurgischen Ansatzen
blieb 30 Tage nach der Operation konstant (IR d30 vs. Ml d30, p <0,001, Abbildung 11C). Weder nach
permanenter noch nach transienter LAD-Ligation konnte zwischen Tag 6 und Tag 30 eine relevante
Veranderung des Defekts festgestellt werden (M1 d6 vs. M1 d30, ns; IR d6 vs. IR d30, ns). Abbildung 11D
und E zeigen die Korrelation der histologischen Defektbewertung mit dem PET-Defekt im IR-Modell (r

=0,807, p = 0,008) und im MI-Modell (r = 0,931, p < 0,001).
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Abbildung 11.: Myokardialer Defekt in der 18F-FDG-PET-Bildgebung nach transienter und permanenter LAD-
Ligatur.

(A) Reprasentative Bulls-Eye Darstellungen des linken Ventrikels nach IR und Ml am 6. und 30. Tag zeigen den
Defekt durch verminderte 18F-FDG Aufnahme. Farbskala von exportiert von QPS Software (Cool und im
Prozentbereich). (B) Histologischer Schnitt der Herzen 30 Tage nach der IR und MI. Rechter Ventrikel (RV), linker
Ventrikel (LV). Die fast green-sirius red Farbung des linken Ventrikels weist auf den defekten Bereich hin. Balken
entspricht 100 um. (C) Quantifizierung des linksventrikuldaren Defekts nach IR (in grau) und Ml (in rosa). (D) und
(E) Korrelation des histologischen Defekts mit dem PET-Defekt am Tag 30 nach IR und MI. Alle Gruppen: n = 9-
10. Alle Daten stellen Mittelwerte + SD dar. * p = 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die serielle kardiale PET-Bildgebung ermoglichte die Auswertung des linksventrikuldren
Stoffwechselvolumens (LVMV), einem von 18F-FDG abgeleiteten Parameter, und des kardialen
Prozentsatzes der injizierten Dosis (%ID/g). Der kardiale %ID/g stieg in beiden Modellen im Vergleich
zu den Kontrollmausen (Kontrolle vs. IR d6, p = 0,019; Kontrolle vs. Ml d6, p < 0,001, Abbildung 12A)
und blieb am Tag 30 nach der permanenten LAD-Ligation erhoht (Kontrolle vs MI d30, p = 0,004). Das

LVMV war sowohl im IR- als auch im MI-Modell am Tag 6 im Vergleich zur Kontrollgruppe verringert
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und LVMV war im IR im Vergleich zum MI am Tag 6 verringert (Kontrolle vs. IR d6, p < 0,001, Kontrolle
vs. M1 d6, p < 0,001, IR d6). vs. Ml d6, p = 0,042, Abbildung 12B). Wir beobachteten ein erhohtes LVMV
in beiden Modellen am Tag 30 (IR d6 vs. IR d30, p = 0,046; M| d6 vs. MI d30, p <0,001). Es wurde kein
Unterschied im LVMV in den beiden Verletzungsmodellen nach 30 Tagen beobachtet (IR d30 vs. Ml
d30, ns).

Abbildung 12.: Veranderungen im LVMV und im kardialen %1D/g nach transienter und permanenter LAD-Ligatur.
(A) Reprasentatives statisches PET Bild nach permanenter LAD-Ligation, exportiert aus Siemens Inveon
Workplace in verschiedenen Achsen (links (L), rechts (R), planar (P), anterior (A), inferior (I) und sagittal (S).
Balken entspricht der Aufnahme von 0 bis 5,9 x 10 Bg/ml. Quantifizierung des kardialen %ID/g in den
verschiedenen Gruppen auf der rechten Seite. Kontrolle (in Wei), Ml (in Rosa) und IR (in Grau). Alle Gruppen:
n = 8-10. Alle Daten stellen Mittelwerte + Standardabweichung dar. * p = 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (B)
Darstellung des LVMV (in griin) nach permanenter LAD-Ligatur. Die Quantifizierung des LVMV nach transienter
und permanenter LAD-Ligatur ist auf der rechten Seite dargestellt. Alle Gruppen: n = 8-10. Alle Daten stellen
Mittelwerte + SD dar. * p = 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

Wir haben auRRerdem die Veranderung des LVMV von Tag 6 bis Tag 30 berechnet (Abbildung 13A). Hier
konnten wir einen Anstieg des LVMV nach permanenter LAD-Ligation im Vergleich zur
voriibergehenden LAD-Ligation feststellen (IR d30-d6 vs. M| d30-d6, p = 0,049). Bemerkenswert ist,

dass wir keinen Unterschied in der maximalen injizierten Dosis im Herzen feststellen konnten
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(Abbildung 13B). Der Vergleich des Defekts und der Verdanderung des LVMV zeigte eine signifikante
Korrelation nach permanenter LAD-Ligation (Tag 6: r=0,749, p=0,013; und Tag 30: r= 0,832, p = 0,003;
Abbildung 13 C). Abbildung 13D veranschaulicht die Korrelation des histologischen Defekts mit der
Veranderung des LVMV in beiden Modellen (r = 0,500, p = 0,029).
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Abbildung 13.: Anstieg des LVMV von Tag 6 bis Tag 30 und Korrelation mit dem Defekt in der PET Bildgebung.
(A) Unterschied in LVMV und %ID/g von Tag 30 bis Tag 6 zwischen den beiden Herzinfarktmodellen. (B)
Quantifizierung des maximalen ID/g zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen. (C) Korrelation von LVMV
d30-d6 zum Defektbereich am Tag 6 (auf der linken Seite) und am Tag 30 (auf der rechten Seite). Alle Gruppen:
n = 8-10. Alle Daten stellen Mittelwerte + SD dar. * p = 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (D) Korrelation von LVMV
d30-d6 mit dem histologischen Defektbereich nach Ml und IR Schaden.



Kardiale Positronen-Emissions-Tomographie in der praklinischen Forschung 27

Als nachstes bewerteten wir die Veranderungen der Herzvolumina und Funktionsparameter, um die
Korrelationsanalyse zum LVMV nach chirurgischer LAD-Ligation zu ermdoglichen. Wir stellten am 6. Tag
nach der permanenten LAD-Ligation im Vergleich zur Kontrolle und der voriibergehenden Ligation
einen erhohten EDV fest (Abbildung 14A zeigt die 3D-Rekonstruktion und Quantifizierung aus der QGS-
Software, Abbildung 14B, Kontrolle vs. MI d6, p = 0,037). Am 30. Tag stieg der EDV nach dem MI weiter
an, was eine anhaltende LV-Dilatation zeigt (Kontrolle vs. M1 d30, p < 0,001; MI d6 vs. Ml d30, p = 0,005;
IR d30 vs. MI d30, p = 0,002). Der EDV im Reperfusionsmodell stieg an, erreichte jedoch im Laufe der
Zeit keine statistische Signifikanz (IR d6 vs. IR d30, ns). Dariber hinaus konnten wir Veranderungen im
ESV feststellen (Kontrolle vs. M1l d6, p < 0,001; Kontrolle vs. M1 d30, p < 0,001; IR d6 vs. MI d6, p = 0,003;
IR d30 vs. M1 d30, p < 0,001; Abbildung 14B). Der SV verringerte sich nach Ml am Tag 6 (Kontrolle vs.
MI d6, p = 0,012; Abbildung 14B) und stieg im Laufe der Zeit an (Ml d6 vs. MI d30, p = 0,0061). In
Ubereinstimmung mit dem Defekt nach MI war die EF nach permanenter LAD-Ligation signifikant
niedriger als nach IR-Verletzung (Kontrolle vs. Ml d6, p < 0,001; Kontrolle vs. M1 d30, p < 0,001; IR d6
vs. MI d6, p < 0,001; IR). d30 vs. M1 d30, p <0,001, Abbildung 14B). Nach der voriibergehenden Ligation
blieb die EF nach Tag 6 erhalten (Kontrolle vs. IR d6, ns; Kontrolle vs. IR d30, ns). Dartiber hinaus
konnten wir nach 30 Tagen Nachbeobachtung keine Verbesserung der EF feststellen (IR d6 vs. IR d30,
ns; Ml d6 vs. Ml d30, ns). Korrelationen der Herzfunktion zum histologischen Defekt wie positive
Korrelation zu EDV (r = 0,618, p = 0,006), ESV (r = 0,626, p = 0,005) und negative Korrelation zu EF (r =
-0563, p = 0,015).
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Abbildung 14.: Funktionsparameter des linken Ventrikels.

(A) zeigt die dreidimensionale Auswertung des linksventrikularen EDV in der RAO-Ansicht in der QGS-Software.
Linkes Bild: EDV am IR Tag 30 und rechtes Bild: EDV am MI Tag 30 zur Veranschaulichung der LV-Dilatation. (B)
Vergleich von Herzvolumen und Funktionsparametern am 6. und 30. Tag. Kontrolle (in WeiR), IR (in Grau) und
Ml (in Rosa). Alle Gruppen: n = 8-10. Alle Daten stellen Mittelwerte + SD dar. * p = 0,05, ** p < 0,01, *** p <

0,001.
AbschlieRend haben wir die Korrelation von LVMV mit Herzvolumen und Herzfunktion bewertet, die

von der QGS-Software fiir beide Modelle geschatzt wurde. Wir konnten nach permanenter LAD-
Ligation eine positive Korrelation zu EDV (r = 0,609, p = 0,007), ESV (r = 0,522, p = 0,026) und SV (r =
0,688, p = 0,002) feststellen (Abbildung 15). Nach der voriibergehenden LAD-Ligation konnten wir
ebenfalls mehrere positive Korrelationen feststellen: EDV (r = 0,714, p < 0,001), ESV (r = 0,592, p =
0,009) und SV (r = 0,540, p = 0,021).
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Abbildung 15.: Korrelation von LVMV und Herzfunktionsparametern.
Korrelation von LVMV zu EDV (A) nach MI- und IR- Schaden. Die Daten zeigen die kumulativen Daten von Tag 6

und Tag 30. Darstellung der Korrelation von ESV (B), SV (C) und EF (D) mit LVMV nach permanenter und
voribergehender LAD-Ligation. Fir alle Analysen wurde die Pearson-Korrelation verwendet.

Diese Studie liefert neue Einblicke in das von 18F-FDG abgeleitete LVMV in zwei etablierten Modellen
ischamischer Herzverletzungen mithilfe der Kleintier-PET-Bildgebung #**>. Die Verwendung dieses
experimentellen Ansatzes ermdglicht die multiparametrische Beurteilung von Herzvolumen, -funktion

und -defekt in einer einzigen Modalitat, wahrend ansonsten die Kombination von PET und MRT oder

zusatzlicher Echokardiographie erforderlich ist.
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Unser Ziel war es, das Volumen und die Funktion des linken Ventrikels, sowie den %ID/g und den LYMV
zu bewerten, von denen zuvor gezeigt wurde, dass sie mit Fibrose, enddiastolischem Volumen und
Herzmasse nach einer durch transversen-aortalen Ligatur induzierten pathologischen
Herzhypertrophie korrelieren 2L, Dariber hinaus stellten wir in beiden Modellen einen anfanglichen
Abfall des LVMV fest, der nach der permanenten LAD-Ligation ausgepragter war und mit den grof3eren
Defekten lGbereinstimmte. Das LVMW nimmt in beiden Verletzungsmodellen mit der Zeit zu, was auf
eine Umgestaltung des Herzens nach einer ischdmischen Verletzung zurlckzufiihren sein konnte 2.
Diese Beobachtungen waren nach permanenter LAD-Ligation starker ausgepragt und der Unterschied
des LVMV vom 30. zu 6. Tag und korrelierte mit der Histologie. Der Defekt bzw. die fibrotische Narbe
bleibt nach einer Myokardschadigung bestehen. Daher betrachten das LVMV und die DefektgréRe
unterschiedliche Aspekte nach einer Herzschddigung bei Mausen. Dies unterstreicht das Potenzial von
LVMV als Uberwachungsparameter fiir Verdnderungen im Herzen nach einer ischdmischen Verletzung.
Unsere Messungen zeigten einen voribergehenden Anstieg von %ID/g am Tag 6 nach dauerhafter und
voriibergehender LAD-Ligation, der in gewissem MaRe mit entzlindlichen Prozessen verbunden sein
kann. Diese Aufnahme ist jedoch nicht auf Kardiomyozyten oder Fibroblasten beschrankt, sondern
auch auf Immunzellen, die nach einer ischamischen Verletzung eindringen. Der weiter erhéhte %ID/g
nach der permanenten LAD-Ligation im Vergleich zu den voriibergehenden Ligationen unterstreicht
den erhohten Schaden und moglicherweise eine ausgepragtere Immunzellinvasion. Eine erhohte
Aufnahme von 18F-FDG und das Eindringen von Immunzellen in menschliche Herzen am fiinften Tag
nach einem Myokardinfarkt wurden bereits friiher vorgeschlagen diskutiert 47. Daten von 49 Menschen
mit ST-Hebungs-Myokardinfarkt und 18F-FDG PET-Bildgebung fiinf Tage nach der PCl zeigten eine
umgekehrte Korrelation der kardialen 18F-FDG-Aufnahme mit dem funktionellen Ergebnis nach sechs
Monaten *8, Daruber hinaus zeigt der Vergleich der beiden Infarktmodelle nach Volumen und
Funktionsparametern, dass eine permanente LAD-Ligation zu einer ventrikularen Dilatation und einer
verminderten linksventrikuldren Funktion fuhrt #’. Die Korrelation von LVMV und EDV, ESV, und SV
liefert neue Einblicke in diesen Parameter. Somit korreliert ein zunehmendes Herzvolumen mit héheren
LVMVs. Die Korrelation von EDV und ESV mit LVMV zeigte die Nutzlichkeit dieses Parameters zur
Uberwachung nach einem Myokardinfarkt durch permanente oder transiente LAD-Ligatur. Die LV-
Dilatation und damit das kardiale Remodelling nach einer permanenten LAD-Ligation ist weitaus
ausgepragter, was zu dilatierten linken Ventrikeln mit einer anhaltend niedrigeren EF im Vergleich zur
voribergehenden LAD-Ligatur mit wiederhergestellter Perfusion und geringer Dilatationen und
erhaltener EF fihren kdnnte. Daher sollte das LVMYV sorgfaltig beurteilt werden, da er vom AusmaR der
Myokardschadigung beeinflusst werden kann. Diese Studie liefert neue Einblicke in den von 18-FDG
abgeleiteten Parameter LVMV und die Herzfunktion in der longitudinalen PET-Bildgebung in zwei

murinen Myokardinfarktmodellen.
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1.5 Apoptosebildgebung mittels [18F]ML-10 in der kardialen Entziindung durch

Ischamie-Reperfusion-Schaden

Detection of apoptosis by [18F]ML-10 after cardiac ischemia-reperfusion injury in mice.

Fischer M, Zacherl MJ, Olivier J, Lindner S, Massberg S, Bartenstein P, Grawe F, Ziegler S, Brendel M,
Lehner S, Boening G, Todica A.

Ann Nucl Med. 2023 Jan;37(1):34-43.

doi: 10.1007/s12149-022-01801-0

Das Hauptmerkmal des Apoptoseprozesses ist die Externalisierung des Phospholipids
Phosphatidylserin in die Zellmembran 3*. Die PET-Bildgebung stellt eine praktikable Methode zur in-
vivo Bildgebung von Myokardschaden darstellen. Die Bildgebung der durch eine ischamische
Herzverletzung induzierten Apoptose kdnnte neuartige therapeutische Interventionen ermdglichen
und iberwachen 36738,

Es sind zwei chirurgische Myokardinfarktmodelle etabliert, um einen ischamische Herzinfarkt
nachzuahmen %%, Die dauerhafte Unterbindung der LAD-Arterie ohne Reperfusion fihrt zu einem
erheblichen Herzschaden. Andererseits ermdglicht die voriibergehende LAD-Ligation die Ubersetzung
der friithen Rekanalisation in ein Tiermodell, was zu einem Ischdmie-Reperfusionsschaden fiihrt 46,
Kirzlich zeigte unsere Gruppe, dass [18F]ML-10 zum Nachweis von Apoptose nach permanenter
Ligation des LAD bei Mausen verwendet werden kann, welches einen unbehandelten Myokardinfarkt
darstellen [26].

Hier zeigen wir Daten von [18F]ML-10 bei der Ischamie-Reperfusionsverletzung, die dem Modell der
wiederhergestellten Perfusion beim Myokardinfarkt ahneln, das neben der permanenten LAD-Ligation
ein wichtiges Modell des Myokardinfarkts darstellt. Ziel dieser Studie war es, 18F-ML-10 bei Mausen
nach einer voriibergehenden LAD-Ligation, die eine kardiale Ischamie-Reperfusion induziert, durch
Autoradiographie, Herz-PET-Bildgebung und Histologie zu untersuchen.

Die Aufnahme von 18F-ML-10 nach der voriibergehenden LAD-Ligation wurde durch Autoradiographie
zu verschiedenen Zeitpunkten (2, 4, 6, 24 und 48 Stunden) beurteilt. Die Herzen wurden zum
angegebenen Zeitpunkt nach der voribergehenden LAD-Ligation explantiert und eine
Autoradiographie der entnommenen Herzen wurde durch Auswertung des target-to-background

Verhéltnisses (TBR) durchgefiihrt (Abbildung 16).
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Nach der voribergehenden LAD-Ligation akkumulierte [18F]ML-10 friih mit einem Peak nach 2 bis 6
Stunden und nahm dann ab (IR: 2 h vs. 48 h, p = 0,016, Abbildung 16). Unsere Beobachtungen deuten
darauf hin, dass sich das kardiale 18F-ML-10 nach einer voriibergehenden LAD-Ligation ansammelt und

nach 48 Stunden abnimmt.
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Abbildung 16.: Autoradiographie von 18F-ML-10 nach vorubergehender LAD-Ligation.

(A) 18F-ML-10-Autoradiographie nach voriibergehender LAD-Ligation gemal} der Zeitleiste. Herzen sind in
verschiedenen Abschnitten dargestellt (Apex, Mittventrikular, Basis). (B) Quantifizierung des Ziel-Hintergrund-
Verhaltnisses (TBR) von 18F-ML-10. N = 3. Die Daten stellen den Mittelwert + SEM dar. * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p <0,001.

Wir haben auBerdem die Machbarkeit einer in-vivo Uberwachung der kardialen 18F-ML-10
Akkumulation nach einer voriibergehenden LAD-Ligation untersucht. In-vivo-Bildgebung von 18F-FDG
wurde verwendet, um den Defektbereich zu lokalisieren und die korrekte Position fiir die Aufnahme
von 18F-ML-10 zu validieren. Mithilfe der 18F-FDG-PET-Bildgebung konnte der ischdmische Bereich,
der durch die geringe 18F-FDG Aufnahme angezeigt wird, angemessen identifiziert werden (Abbildung
17). Im angegebenen Zeitverlauf wurde eine in-vivo 18F-ML-10 PET-Bildgebung durchgefiihrt und die
beiden PET-Bilder wurden fusioniert, um die 18F-ML-10 Aufnahme im ischamischen Bereich zu
bewerten (Abbildung 16). Wie zuvor beschrieben 4%°, 18F-ML-10 reichert sich zudem nach
Thorakotomie und in der Lunge an. Dennoch konnten wir ein Spitzenmaximum der kardialen Aufnahme
von 18F-ML-10 nach 2 Stunden im Infarktgebiet und einen dynamischen Riickgang in den folgenden
Stunden feststellen (IR: 2h vs. 24 h, p =0,007, 2h vs. 48h, p = 0,009, Abbildung 16). Bei scheinoperierten

Mausen konnte keine relevante Aufnahme festgestellt werden (Abbildung 16 C).
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Abbildung 17.: 18F-FDG und 18-ML-10-PET-Bildgebung nach voriibergehender LAD-Ligation

(A) Reprasentative Fusionsbilder von 18F-FDG und 18F-ML-10 in koronaler Ausrichtung. Weil3e Kreise und Pfeile
zeigen den Infarktbereich an, der durch vermindertes 18F-FDG erkannt wird. Fiir jeden Zeitpunkt werden PET-
Bilder dargestellt. R rechts, L links, S oben, | unten. Die Lunge ist in weien Buchstaben angegeben. Farbskala:

Ozean und Vulkan. (B) 18F-ML-10 Quantifizierung (%ID/g max) nach unterschiedlichen Zeiten N = 4-7. Die Daten
stellen den Mittelwert + SEM dar. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (C) 18F-ML-10 Quantifizierung (%ID/g

max) bei scheinoperierten Kontrollmausen.
Das AusmaR der Apoptose wurde fiir das gesamte Herz, den Infarkt und abgelegene Bereiche

analysiert. Bezogen auf das gesamte Herz konnten wir nach voriibergehender LAD-Ligation ca. 9-10 %
TUNEL-positive Zellen nachweisen. Die meisten apoptotischen Zellen befanden sich im Infarktbereich
(Abbildung 18). Nach 24 Stunden beobachteten wir weniger apoptotische Zellen (IR 2h vs. IR 24h, p =
0,034, IR 2h vs. IR 48h, p = 0,019, IR 6h vs. IR 48h, p = 0,072). In der abgelegenen Gegend beobachteten
wir TUNEL-positive Zellen 2 Stunden nach der Operation, die mit der Zeit abnahmen (IR 2 hvs. IR 48 h,
p = 0,024). Als nachstes fuhrten wir eine Korrelationsanalyse durch, um die Ex-vivo-Autoradiographie
und die In-vivo-PET-Bildgebung mit der Histologie zu vergleichen. Wir evaluierten eine starke Tendenz

fir eine positive Korrelation zwischen der Autoradiographie und der Apoptose in Bezug auf das
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gesamte Herz (r = 0,736), den Infarktbereich (r = 0,746) und den entfernten Bereich (r = 0,756), der die

Signifikanzkriterien nicht erfillte (Abbildung 18 C). Allerdings zeigte die in-vivo 18F-ML-10 PET-
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Abbildung 18.: Histologische Auswertung durch TUNEL-Farbung
(A) Reprasentative TUNEL-Farbung nach voribergehender LAD-Ligation fir jeden Zeitpunkt. Balken entspricht 1
mm. Die Daten stellen den Mittelwert + SEM dar. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. (B) Quantifizierung
TUNEL-positiver Zellen im gesamten Herzen, im Infarktbereich und im abgelegenen Bereich. N = 4-7. (C)

Korrelationsanalyse von Autoradiographie und TUNEL-Farbung. (D) Korrelationsanalyse der 18F-ML-10 PET und
TUNEL-Farbung.
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Bildgebung eine starke und signifikante Korrelation flir das gesamte Herz (r = 0,974), den Infarktbereich
(r=0,834) und den entfernten Bereich (r = 0,883) (Abbildung 18).

Diese Studie ist die erste, welche die Eigenschaften von 18F-ML-10 in einem Mausmodell einer
kardialen Ischdmie-Reperfusionsschaden untersucht. Mithilfe von Autoradiographie, Kleintier-PET-
Bildgebung und Histologie mittels TUNEL-Farbung beurteilten wir die Machbarkeit von 18F-ML-10 nach
kardialer Ischamie-Reperfusionsschaden. Das Modell der transienten LAD-Ligatur ermoglicht das
klinische Szenario der kardialen Reperfusion einer verschlossenen Koronararterie (z. B. durch
perkutane Koronarintervention oder Bypass-Operation) besser in die praklinische Forschung
Ubertragen. Wir konnten in der Autoradiographie eine valide Aufnahme von 18F-ML-10 feststellen, was
durch die erhéhte TBR angezeigt wird. Unsere Daten zeigen einen dynamischen Prozess, da sich die
TBR 48 Stunden nach der Herzverletzung normalisierte. Die Auswertung des %ID/g max zeigte eine
lokalisierte Aufnahme und einen stetigen Riickgang von 18F-ML-10 nach voriibergehender LAD-
Ligation, was mit der Abnahme der TBR nach 48 Stunden (ibereinstimmt. In unseren Experimenten
beobachteten wir zu fritlhen Zeitpunkten nach einer Herzverletzung einen anderen Verlauf von 18F-
ML-10 in der Autoradiographie im Vergleich zur in-vivo PET-Bildgebung. Wahrend 18F-FDG zur
Lokalisierung der PET-Bildanalyse in vivo verwendet wurde, nutzt die Autoradiographie die TBR, die
auch das Fernsignal berlicksichtigt, das das Verhiltnis selbst beeinflussen konnte. Unsere
Korrelationsanalyse zeigt, dass die 18F-ML-10 Aufnahme bei richtiger Lokalisierung mit der Anzahl der
TUNEL-positiven Zellen korreliert. ML-10 wurde hauptsachlich fir den selektiven Einbau in
apoptotische Zellen beschrieben, jedoch nicht in lebensfahige oder nekrotische Zellen aufgrund des
spezifischen Membranpotentials und eines sauren Milieus. Die Inkorporation von ML-10 wird bei
Membranzerstorung gestoppt, wodurch Apoptose von Nekrose unterschieden wird “°. Diese
Mausstudie zeigt, dass 18F-ML-10 ein neuartiger Tracer fiir kardiale Bildgebungsschaden nach
transienter LAD-Ligatur bei Mausen ist. Wir bestatigten die Aufnahme durch einen multimodalen
Ansatz, einschlieflich Autoradiographie, in-vivo PET-Bildgebung bei Kleintieren und TUNEL-Farbung.
Unsere Ergebnisse unterstreichen, dass 18F-ML-10 einen neuartigen Ansatz zur Erkennung von
Herzschdden in einem Ischdmie-Reperfusionsmodell bieten kdnnte. Weitere Untersuchungen an
grolleren Tieren wie Schweinen mit endovaskuldren Eingriffen sollten mehr Einblick in die

Anwendbarkeit von 18F-ML-10 liefern und das translationale Potenzial klaren.
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1.6 Die Bewertung des linksventrikuldren Volumens und Funktion in Kleintier 18F-
FDG PET/CT Bildgebung: eine komparative Studie von drei kommerziell

erhaltlichen Auswertungssoftwaren.

The assessment of left ventricular volume and function in gated small animal 18F-FDG PET/CT imaging:

a comparative study of three commercially available software tools.

Zacherl MJ, Simenhandra A, Lindner M, Bartenstein P, Todica A, Boening G, Fischer M.
EJNMMI Res. 2023 Aug 12;13(1):75.
doi: 10.1186/s13550-023-01026-w.

Mehrere Softwaretools wurden entwickelt und sind fiir die klinische und praklinische Analyse der
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT) und der Positronen-Emissions-Tomographie
(PET)-Bildgebung unerlasslich.

Die kommerziell erhiltlichen Softwares decken verschiedene Forschungsbereiche ab, darunter auch
die Onkologie *°>2, Neurologie >3>*4, und kardiovaskularen Erkrankungen >>=°’, Softwaretools bieten ein
groRes Potenzial fur die Analyse von Daten durch automatisierte Quantifizierung von Bilddateien 2.
Seit Uber einem Jahrzehnt bieten Tools zur automatisierten Quantifizierung von Myokardischdamie und
Wandbewegungsdefekten in der kardialen SPECT-Bildgebung valide Programmierungen und
Algorithmen >°. Unterschiede bei bestimmten Funktionen und Artefakten missen jedoch trotz
automatisierter Verarbeitung zeitweise vom Benutzer manuell korrigiert werden . Allerdings ist die
Reproduzierbarkeit fir kardiale Tracer immer noch eine Herausforderung. In friiheren Publikationen
war die Quantifizierung der 82-Rubidium-Bildgebung von jeweiligen Softwaretools abhangig (z. B.
PMOD, FlowQuant und syngo MBF) 6. Daruber hinaus wurden die quantitative normale myokardiale
Blutfluss (MBF) und die myokardiale Flussreserve (MFR) von Patienten mit kommerziell erhéltlichen
Pharmakokinetik-Softwarepaketen (PMOD, syngo MBF und FlowQuant) gemessen °%. Diese Daten von
49 Patienten zeigten jedoch mehrere statistisch signifikante Unterschiede in der
Myokardperfusionsanalyse. Bei Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie, die auf MBF und MFR
analysiert wurden, schlossen die hohen Spillover-Fraktionen die Austauschbarkeit von PMOD und QPET
aus 2. In dieser Studie untersuchten wir, die linksventrikuldren Parameter mithilfe von PMOD, MIM
und QGS in der kardialen 18F-FDG PET/CT-Bildgebung von Kleintieren und so einen Beitrag zur
vorhandenen Literatur zu deren Machbarkeit und Unterschieden zu leisten und die Austauschbarkeit
zu bewerten.

EKG-getriggerte Maus 18F-FDG PET-Bilder konnten mit allen drei kommerziell erhiltlichen

Softwarepaketen analysiert werden. Abbildung 19 zeigt reprasentative PET-Bilder nach dem Import der
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DICOM-Datei in die jeweiligen Softwaretools. Jede Anwendung konnte den Herzzyklus identifizieren

und die Zeitpunkte der Enddiastole und Endsystole bestimmen.

QGS PMOD

SAX - ANTERIOR

Abbildung 19.: Kardiale 18F-FDG PET-Bilder von Mausen in QGS, PMOD und MIM.

Reprasentative Herz-PET-Bilder zur Veranschaulichung der kommerziell erhiltlichen Software QGS (links), PMOD
(Mitte) und MIM (rechts) bei derselben gesunden Maus, jeweils in Enddiastole (ED) und Endsystole (ES). Die obere
Reihe zeigt die Kurzachsenansicht (SAX). Die mittlere Reihe zeigt die vertikale Langsachse (VLA) und die untere
Reihe zeigt die horizontale Langsachse (HLA). Anterior (ANT), septal (SEP), lateral (LAT), inferior (INF). Unten wird
eine Farbskala von 0 bis 100 % fir die jeweilige Software angezeigt.

Als nachstes bewerteten wir statistisch relevante Unterschiede zwischen den Auswertungen, die aus
denselben geschlossenen Datensatzen generiert wurden, nachdem diese in QGS, PMOD oder MIM
importiert und analysiert wurden. Die Datensdtze umfassten 8 mannliche und 7 weibliche Mause.
Interessanterweise waren beim Vergleich unseres Datensatzes mehrere Unterschiede in Bezug auf EDV,
ESV, SV und EF erkennbar. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt. Der EDV zwischen QGS vs.
PMOD (p < 0,05) und PMOD vs. MIM (p < 0,01) unterschied sich deutlich, wahrend QGS vs. MIM
dhnliche Ergebnisse zeigte (p = n.s.). Der ESV war bei allen drei Softwareanwendungen unterschiedlich
(p <0,01). Beziiglich der SV unterschied sich QGS signifikant von PMOD (p < 0,001) und MIM (p < 0,001).
SV bei PMOD und MIM fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen (n.s.). Interessanterweise war die EF bei QGS
im Vergleich zu PMOD (p < 0,001) und im Vergleich zu MIM (p < 0,001) durchwegs hoher. Allerdings
zeigten PMOD vs. MIM auch Unterschiede in der EF (p < 0,01). Der Korrelationskoeffizient zwischen
den Klassen flir QGS betrug 0,99; 95 %-Konfidenzintervall (Kl): 0,998 bis 0,999, fiir PMOD 0,973; 95 %-
KI: 0,955 bis 0,984 und fiir MIM 0,998; 95 %-KI: 0,997 bis 0,999, was auf hervorragende ICC-Ergebnisse
hinweist. Der klasseninterne Korrelationskoeffizient fiir QGS betrug 0,997; 95 %-Kl: 0,996 bis 0,999, fir
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PMOD 0,982; 95 %-KI: 0,970 bis 0,989 und fiir MIM 0,992; 95 % KI: 0,982 bis 0,996, zeigte darliber
hinaus in allen drei Anwendungen eine gute bis ausgezeichnete Wiederholbarkeit 3.

Korrelation und Bland-Altman-
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3,55. MIM und QGS zeigten eine Herzfunktion verdeutlicht die Unterschiede zwischen den
Softwaretools.
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auch eine gute Korrelation (r = 0,88,

p <0,001) und einen Bias von 4,61. Als ndchstes zeigte der ESV eine Tendenz zur Korrelation bei PMOD
im Vergleich zu QGS (r = 0,48, p = 0,07) und ein Bias von 3,2. Im Gegensatz dazu zeigte MIM vs. QGS
eine gute Korrelation (r = 0,79, p < 0,001) und ein Bias von 7,1. MIM vs. PMOD zeigten eine moderate
Korrelation (r = 0,69, p < 0,01) und ein Bias von 3,8. Der Vergleich der SV zwischen der PMOD- und der
QGS-Software zeigte eine gute Korrelation (r = 0,73, p < 0,01) und ein Bias von -6,8. Wahrend MIM vs.
QGS eine gute Korrelation (r = 0,86, p < 0,001) und ein Bias von -5,8 ergab, zeigte MIM vs. PMOD eine
gute Korrelation (r= 0,84, p <0,001) und einen Bias von 1,0. Schlieflich wurde die durch EF dargestellte
Herzfunktion korreliert. PMOD vs. QGS zeigten keine Korrelation bei (r = -0,31, p = 0,26) und einer
Verzerrung von -17,0. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei MIM vs. QGS (r = 0,47, p < 0,07) und einer
Abweichung von -24,9 sowie bei MIM vs. PMOD (r = 0,23, p = 0,41) und einer Abweichung von -7,9.

In dieser Studie untersuchten wir drei kommerziell erhaltliche Softwareanwendungen, welche haufig in
der Herzforschung von Patienten zur Volumen- und Funktionsbeurteilung eingesetzt werden. Unsere
Arbeit ist die erste, die die Softwaretools PMOD, MIM und QGS in einer Kleintierstudie vergleicht. Wir
zeigen, dass die Verwendung jedes Programms in der kardialen 18F-FDG-gesteuerten PET-
Bildgebungsumgebung moglich ist. Unsere aus 18F-FDG abgeleiteten Herzvolumina stimmen mit
friherer Literatur unter Verwendung von 13N-Ammoniak-PET und 99mTc-Sestamibi-SPECT bei Mausen

Gberein >°. Wir haben eine hervorragende Korrelation fiir EDV festgestellt und die Bland-Altman-Analyse

zeigte einen geringen Bias (< 5). Diese Vergleichbarkeit der Software zeigte sich auch beim ESV zwischen
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MIM vs. QGS und MIM vs. PMOD. Aber nicht in einem angemessenen Ausmal® bei PMOD vs. QGS.
Gleichzeitig zeigte die Analyse des SV in allen drei Anwendungen gute Korrelationen. Wir konnten jedoch
einen systematischen Bias beim Vergleich der Softwaretools in Bland Altmans Analyse feststellen. QGS
zeigte im Vergleich zu PMOD und MIM eine systematische Uberschitzung des SV, was durch Bland
Altmans Analyse der Unterschiede gegenliber den Durchschnittswerten angezeigt wurde.

Insbesondere zeigt QGS im Vergleich zu PMOD und MIM hohe Werte fiir EF. Interessanterweise wurden
beim Vergleich der EF keine Korrelation und zudem ein erhéhter Bias festgestellt. Daher spricht dies
neben dem systematischen Bias der SV fiir eine unterschiedliche anatomische Diskriminierung des linken
Ventrikels aufgrund des Teilvolumeneffekts. Wahrend PMOD die Auswahl verschiedener Arten wie
Menschen, Ratten, Mause und Schweine ermoglicht, ist die MIM- und QGS-Software nur flir Menschen
konzipiert. Da MIM und QGS jedoch fiir menschliche Herzen entwickelt wurden, koénnte dies zu
technischen Einschrankungen bei der Technologielibertragung auf Mauseherzen fiihren. Die Volumina
unserer acht Wochen alten Mause in der Endsystole beziehen sich auf etwa 10 pul oder weniger, was die
Auflosung und Genauigkeit von PET-Bildern von Kleintieren beeintrdchtigen konnte. Dariber hinaus
haben wir gezeigt, dass bedeutendere Volumina wie der EDV valide korrelieren und eine gute
Ubereinstimmung in der Bland-Altman-Analyse aufweisen. MIM ist eine neue Softwareanwendung und
fur die Herzforschung steht nur begrenzte Literatur zur Verfligung. Unser Ansatz zur Bewertung von
Mauseherzen mit MIM ist neu, anspruchsvoll und erfordert weitere Studien. Der potenzielle Nebeneffekt
der Verwendung einer auf einem menschlichen Atlas basierenden Software bei der Beurteilung von
Mauseherzen kann durch unsere erste Studie technologisch nicht gelést werden. Ziel dieser Studie war
es jedoch auch, MIM im Vergleich zu PMOD zu untersuchen, einer etablierten Forschungsplattform, die
vergleichbare Herzvolumina zeigt. Wahrend QGS und PMOD seit mehreren Jahren kommerziell erhaltlich
und gut etabliert sind, kdnnte MIM-Software eine geeignete Alternative in der Herzforschung sein. Zum
Zeitpunkt dieser Studie wurde bisher keine Literatur veréffentlicht, die MIM-Software fiir die Herzanalyse
evaluiert oder verwendet. Es ware verlockend zu spekulieren, ob andere Softwaretools eine héhere
Sensitivitdt und Spezifitdt in der klinischen Diagnose ermoglichen wiirden, z. B. bei infektidser
Endokarditis und Infektionen mit implantierbaren Defibrillatoren ®. In Anbetracht des bisherigen
Mangels an veroffentlichter Literatur vergleicht die vorliegende Arbeit drei kommerziell erhaltliche
Softwaretools fir die Herzfunktion bei gesunden Méausen mittels EKG-getriggerter 18F-FDG-PET/CT.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass diese Softwaretools in der Kleintierforschung einsetzbar sind. Die
berechneten Herzwerte stimmen mit der veroffentlichten Literatur Uberein. Beim Vergleich der
Softwaretools ergab sich eine gute bis ausgezeichnete Korrelation fiir EDV, ESV und SV. Die Bland-
Altman-Analyse zeigte Unterschiede in den Korrelationsanalysen, was die Austauschbarkeit von PMOD,

MIM und QGS fiir die Beurteilung des Herzvolumens und der Herzfunktion bei Mausen einschrankte.
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Zusammenfassung und Ausblick
In der vorliegenden Habilitationsschrift wurde die diagnostischen Moglichkeiten einer longitudinalen

in vivo PET-Bildgebung in verschiedenen praklinischen kardiovaskuldren Stressmodellen untersucht.
Die EKG-getriggerte Aufnahmen ermdglichen es die end-diastolischen, end-systolischen Volumina, die
3D Pumpfunktion des linken Ventrikels, sowie das Defektareal nach einem myokardialen
Ischamieschadden valide zu evaluieren. Ferner bietet die 18F-FDG Bildgebung eine weitere Bestimmung
von nuklearmedizinischen Parametern, wie das LVMV und die ID/g, welche aus dem kardial
aufgenommen Tracer abgeleitet werden kénnen. Daher stellt die Kleintier-PET Bildgebung in der
Grundlagenforschung ein innovatives und valides Werkzeug dar, um phanotypischen Anderungen und
molekulare Verdnderung seriell zu iberwachen. Mittels des Apoptosemarkers ML-10 wurde im Modell
des Ischamie-Reperfusionsschadens sowie im Myokardinfarkt durch permanente LAD Ligatur
ausfiihrliche Untersuchungen beziiglich der Anwendbarkeit und Validitat dieses Tracers untersucht.
Mehrere Radionuklid-Tracer wurden bereits evaluiert und liefern Einblicke in die Beurteilung von
Myokardinfarkten bei Ma&usen. Radionuklid-Tracer in Ratten-Myokardinfarkten wie Herz-18F-
BMS747158-02-PET erwiesen sich als Schatzung der PET-DefektgroRe und des linksventrikuldren
systolischen und diastolischen Volumens, was eine vielversprechende Technik fir die Bewertung von
Ml in klinischen Studien darstellen konnte 22, Die Verwendung von Rubidium-82-PET in Ratten
ermoglicht eine valide Bildgebung der Myokardperfusion 8. Zukinftige PET-Studien zum Mausinfarkt
kénnten von in-vivo Biomarkern profitieren, die eine Herzhypoxie darstellen ® , Tracer wie 18F-
fluoromisonidazole (FMISO) ¢ oder den oxidativen Metabolismus durch 11C-Acetat-PET-Scans 9%6°,
Ferner werden derzeit die Darstellung von Fibrose 7>7! sowie von myeloiden Zellen (TSPO PET) 72 in
kardiovaskuldren Stressmodellen intensiv erforscht.

Die aktuellen Entwicklungen in der Nuklearmedizin verdndern das Gesicht der kardialen
Nuklearmedizin 73. Diese entwickelt sich weiter von der Diagnostik einer myokardialen Ischdmie und
Narbe, hin zu einer molekularen Medizin bei der spezifische Strukturen und Informationen nicht nur
aus einer Lokalisation sondern mittels Ganzkorperscanner mannigfaltige Vorgange global betrachtet
kdnnen. Ein Beispiel aus dieser Reihe ist die Herz-Gehirn Achse, wie sie bereits im Tiermodell
eindriicklich dargestellt wurde 747> . Die "image-guided therapy" (Bildgeleitete Therapie) bezieht sich
auf medizinische Verfahren und Eingriffe, bei denen bildgebende Techniken in Echtzeit verwendet
werden, um den Verlauf und den Erfolg der Therapie zu tiberwachen und zu maRgeblich zu steuern.
Das Hauptziel von ,image-guided therapy” besteht darin, die Wirksamkeit medizinischer Eingriffe zu
verbessern sowie auch Therapieanpassung im Langzeitverlauf zu ermoglichen. Die ,image-guided
therapy” ermoglicht es heute bereits in anderen Bereichen der Nuklearmedizin, wie der
Radioiodtherapie zur Behandlung von Schilddrisenerkrankungen, Therapien auf den individuellen

Patienten zuzuschneiden. Mit der weiteren Etablierung von Zielstrukturen oder Zellreihen kdnnten
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etablierte Therapien, wie im Sinne von anhaltender kardialer Entziindung oder malignen

Rhythmusstérungen neu gedacht werden.
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